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Tasteau I. 


CENDRES 


en grammes 
par 
kilogramme 
de matiére 
séche 


grammes 


NOMS DES ESPECES ANALYSEES 


our cent 
RUBIDIUM 
en milli 
ogramme 


ar kil 
de matiére séche 


iB 


pow 
de matiére séche 


Rhodopazxillus glaucocanum (Bres.) R. Maire 
Rhoedopazillus lilaceu. (Q.) R. Maire - 
Rhodopaxillus mundulus (Lasch ) Konr.etMaubl.| 9,55 
Tricholoma acerbum Fr. ex. Bull. 

Triehuloma aggregatum Cost. et Duf 


Tricho oma album Fr. ex. Schaef... . 
| Tricholoma atrosquamcsum (Chev.) Saccardo . 
Irieholoma columbetta Fr 
Tricholoma flavobrunneum Fr. 
Tricholoma irinum Fr 
Tricholoma orirubens Quélet 
Tricholoma pessundatum Fr. « 
Tricholoma vaccinum Fr 
Cortinarius elatior kr 
Cortinarvus fulmineus Fr 
Cortinarius purpurascens Fr 


Cortinarius violaceus Fr. : 


Exempl. moyen Stockholm 
Petit exempl. Muséum 
Petit exempl. Stockholm 


On observe, en comparant les résultats des deux colonnes, 
obtenus tant avec Rhod. glaucocanus qu’avec Tric. columbetta et 
Cort. violaceus, que les teneurs en rubidium peuvent varier trés 
sensiblement, pour une méme espéce, d’une récolle 4 une autre, 
probablement suivant la décomposition du sol, sans doute aussi et 
peut-étre davantage selon les influences climatiques. 

Mais, cette variation étant retenue, il subsiste la notion d’abord 
soupconnée, maintenant confirmée et étendue, que certaines espéces 
de champignons et, en particulier, d’espéces appartenant aux 
genres Tricholome et Cortinaire, jouissent de la propriété d’accu- 
muler au cours de leur développement, des proportions remar- 
quablement élevées de rubidium dans leur organisme. 

Cette faculté accumulatrice est A rapprocher de celle que des 
végétaux, appartenant 4 une autre famille et vivant dans un 
milieu trés différent, exercent 4 légard non d’un métal, mais 
d’un métalloide : il s’agit ici des Algues dont certaines espéces, 
comme des Fucus et surtout des Laminaires, parviennent a tirer 
des eaux marines et a concentrer dans leurs tissus des quantités 
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controler par de nouvelles observations avant de le considérer 
comme définitivement acquis a la science. 

Nous avons done cherché a nous procurer l'année suivante, 
c’est-a-dire en 1946, de nouveaux exemplaires adultes et en bon 
état de Cortinarius violaceus, le champignon trouvé le plus riche ; 
mais, comme on sait, beaucoup de champignons n’apparaissent a 
la surface du sol que d’une fagon irréguliére, suivant les années 
et, ni en 1947, ni l’année derniére, nous n’avons réussi, du moins 
en France, a rencontrer le Cortinarius que nous cherchions. Heu- 
reusement, lors d’un court voyage en Suéde, au mois de septembre 
dernier, |’un de nous a eu I’occasion de visiter |’exposition myco- 
logique, qui se tenait 4 Stockholm; il y rencontra juste deux 
exemplaires du champignon tant désiré, un petit a chapeau a peine 
entr’ouvert et un de taille moyenne A chapeau étalé. L’organisateur 
de l’exposition, mis au courant du probleme a élucider et que nous 
sommes heureux de remercier ici, voulut bien nous en faire 
V abandon. 

A Paris, ot! la Société mycologique de France et le Muséum 
d’Histoire naturelle réalisérent séparément un peu plus tard leur 
exposition mycologique, il ne parvint qu’un petit exemplaire de 
Cortinarius violaceus, lequel nous fut aussi obligeamment remis 
pour en faire l’analyse. 

En contre-partie, nous avons trouvé, parmi les champignons 
rassemblés 4 l’occasion des deux expositions parisiennes, un cer- 
tain nombre d’espéces, appartenant soit aux Tricholomes, soit aux 
Cortinaires, deux genres importants dans lesquels nous pouvions 
penser avoir le maximum de chance de rencontrer une teneur 
comparable a celle des espéces analysées en 1946. 

A ces espéces, nous avons pu en ajouter quelques autres du 
genre, d’origine plus récente, créé par René Maire, sous le nom 
de Rhodopazillus (3). Nous avons pu ajouter ainsi 19 détermina- 
tions quantitatives de rubidium aux 5 que nous possédions déja. 

Nous rassemblons dans un premier tableau les résultats obtenus 
en analysant les nouveaux exemplaires que nous avons rassemblés. 
Un second tableau, ne tenant compte que des teneurs en rubidium, 
permettra de comparer a cet égard les récoltes de 1946 et de 1948. 
Les champignons sont rangés par genre et, pour chaque genre, 
autant que possible, par ordre de teneur croissante. Quant A ces 
leneurs, elles sont exprimées en milligrammes de rubidium par 
kilogramme de matiére séche. 


(3) Ce distingué mycologue n’admet plus dans le genre Tricholoma 
que les espeéces pourvues de spores blanches en tas, A surface lisse ; 
‘1 en sépare celles dont les spores sont rose-jaundtres en tas, & surface 
verruqueuse. C’est ainsi qu’il a fait passer Tricholoma nudum Quélet 
et Tricholoma glaucocanum Bresadola dans le nouveau genre ; il y a 
rangé aussi Clitopilus mundulus Lasch. 
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NOUVELLES RECHERCHES 
SUR LA TENEUR RELATIVEMENT ELEVEE 
DE CERTAINS CHAMPIGNONS EN RUBIDIUM 


par MM. Gasrizt BERTRAND et Diniger BERTRAND (1). 


(Institut Pasteur.) 


Au cours de notre étude sur la répartition quantitative du 
rubidium chez les espéces végétales, nous avons rencontré plusieurs 
champignons renfermant des proportions tout a fait inattendues de 
ce métal alcalin, considéré jusqu’ici comme fort peu abondant dans 
la Nature. Tandis que l’analyse d’un grand nombre de plantes 
donnait le chiffre de quelques centigrammes comme moyenne de 
la teneur en rubidium par kilogramme de matiére séche, il s’agis- 
sait, chez certains champignons de plusieurs décigrammes et 
méme, chez Cortinarius violaceus et Tricholoma columbelta, de 
plus de 1 g. (2). 

Qu’une telle accumulation provienne d’une teneur exceptionnelle 
en rubidium des terrains aux dépens desquels s’étaient développés 
les champignons ou a une faculté attractive trés particuliére de 
ces organismes pour le métal alcalin, il y a la un fait si intéressant 
4 divers points de vue qu'il était on ne peut plus désirable de le 


(1) Un résumé de ce mémoire a paru sous forme de note dans les 
C. R. Acad. Sct., 1948, 227, 1128. 

(2) CG. R. Acad. Sci., 1946, 222, 572 et mémoire : Ann. agr., 1947, 47, 
323-329 ou ces Annales, 1947, 73, 797-804. 
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TaBLeau Il, 


EE 


RECOLTES 
NOMS DES ESPECES 


de 1943 de 1948 


a 


Rnodopazillus nudus (Fr. ex Bull.) R. Maire . : 
Rhodopazillus mundulus Sway) Kon:. et Maubl. . . 65 
Rhodopazillus lilaceus (Q.) R. Maire. . 85 
Rhodopaxitlus glauc: canus (Bres, yl Maire. 55 A741 
Tricholoma pessundatum Fr Pe 32 
Trichuloma rultilans Fr. 
Tricholoma winum Fr 435 
Tricholima aggrequlum n (Secr. ex Schaef.) Cost. et Duf 194 
Tricholoma orwubens Q. . . Sk 255 
Tricholoma vaccinum Fr. ex Pers... ......-.-.- 29% 
Tricholoma sulfureum Fr. ex Bull. 
Tricholoma sapon ceum Fr. ey Pine Bae: 
Tricholoma columbella Fr rere : 372 
Tricholoma atrosquamosum (Chev.) Sacc ; 530 
Tricholoma porlentosum Fr. . . a tae 
Tricholoma flavobrunneum Fr eter mrme cr fy 975 , 
Tricholoma acerbum Fr. ex Bull «S40 
Tricholoma album Fr. ex. Schaef. . ARIA o 800 
Cortinarius largus Fr. 
EG Ped violaceus Fy. 
283 
312 


3 419 
Soebinaris noni 490 


Cortinarius Berkeleyi Gaoke = 
Corlinarius elatior Fr... 564 
Corlinarius purpurascens Fr 619 


diode si importantes que ces plantes deviennent a leur tour une 


matiére premiere précieuse pour l’extraction industrielle du 
métalloide. 


LESIONS ET REACTIONS DU TISSU LYMPHOIDE 


il. — SUR LES LESIONS LYMPHOCYTAIRES D’ORIGINE HORMONALE 


par Atpent DELAUNAY, Marcette DELAUNAY et Jacoustins LEBRUN (2) 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


Toute immunisalion se traduit, chez le sujet traité, non seule- 
ment par l’apparition d’anticorps spécifiques dans le plasma san- 
guin, mais encore par d’importantes modifications structurales. 
sous forme de lésions et de réactions cellulaires [41]. Ces lésions 
et réactions existent dans les organes les plus divers : thyroide, 
cceur, poumons, foie, reins, pancréas, etc. Néanmoins, le tissu 
qui parait atteint le plus profondément et le plus réguliérement 
est le tissu lymphoide. En tous cas, on observe des lésions du 
lymphocyte lui-méme, et souvent elles sont considérables. Quel 
mécanisme convient-il de mettre en cause pour expliquer Jeur 
apparition ? 

I 


On pourrait penser, en premier lieu, 4 une action toxique de 
Vantigéne qui s’exercerait directement, in vivo, sur les lympho- 
cytes, que ceux-ci renferment ou non l’anticorps correspondant. 
Dans notre premiére communication [4], alors que nous discutions 
du mode de production des lésions allergiques en général, nous 
avons montré qu’un mécanisme aussi simple ne pouvait pas étre 
sérieusement défendu. Au début de ce nouveau travail, nous vou- 
drions montrer qu’il est également impossible de le défendre dans 
le cas particulier des lymphocytes. Sur ce point, nous tiendrons 
compte essentiellement d’expériences personnelles. 


A. — Expériences avec le sérum de cheval. 


Le sérum de cheval [4] n’est pas un poison pour les cellules 
lymphoides. Toutes nos expériences, faites en cultures de tissu, 
le prouvent [2]. Ainsi, lorsqu’on cultive, par la méthode de Carrel, 
des fragments de rate de cobaye en présence de sérum de cheval, 
on obtient toujours de belles préparations caractérisées d’abord 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 décembre 1948. 
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par une émigration massive dans le milieu des cellules mobiles 
(globules rouges, polynucléaires, lymphocytes, plasmocytes, mono- 
cytes, etc.), puis par une multiplication radiaire des histiocytes, 
des macrophages et des fibroblastes. Le phénoméne est absolu- 
ment identique, que |’on utilise des rates de cobayes neufs ou 
de cobayes hyperimmunisés par le sérum de cheval. Dans tous 
les cas, les cellules observées in vitro, cellules migratrices ou 
en voie de prolifération, restent longtemps en bon état : elles sont 
claires et transparentes. Elles ne commencent a dégénérer qu’au 
bout du troisiéme jour, c’est-a-dire 4 un moment ot des signes 
de souffrance comparables apparaissent dans les cultures témoins, 
sans sérum. Nous avons fait ces expériences un trés grand nombre 
de fois avec des résultats constants. Elles suffisent A indiquer que 
le sérum de cheval ne posséde aucune toxicité, primaire ou 
secondaire, a \égard des éléments hémato-conjonctifs du cobaye. 


B. — Expériences avec l’endotoxine typhique. 


Dans le cas de Vendoioxine, les faits sont plus complexes. Ce 
constituant bactérien, en effet, n’est pas absolument inoffensif pour 
les cellules. En dehors méme de toute immunisation, il manifeste 
déja un certain pouvoir cytotoxique, qu’on peut done qualifier de 
primaire. - 


1° ExprirIENCES AVEC DIFFERENTES SOUCHES CELLULAIRES. 


Cultivons en goutte pendante, par la technique de Carrel, des 
fragments de coeur embryonnaire de poulet (neuf jours) dans un 
milieu renfermant, en parties égales, du plasma de cobaye, un 
extrait de rate de cobaye et une solution d’endotoxine typhique 
(2 mg. de produit sec par centimétre cube). Les fragments donnent 
naissance a des fibroblastes, mais la culture, observée au bout 
de vingt-quatre heures, est nettement moins belle que les cultures 
témoins (obtenues en labsence d’endotoxine), Elle est moins 
étendue en surface, et un assez grand nombre de cellules semblent 
altérées (au lieu d’é@tre allongées et rameuses, elles restent 
arrondies). 

Les résultats sont du méme ordre si l’on se sert, pour la mise 
en culture, de fragments de cobaye adulte [3]. Des fragments de 
rate, placés en goutte pendante dans un milieu normal, aprés 
avoir été immergés pendant une ou deux heures dans une solution 
d’endotoxine (2 mg. par centimétre cube), ne donnent lieu qu’a 
une faible migration cellulaire et A une maigre culture des macro- 
phages. De méme, |’addition du poison bactérien dans le milieu 
de culture, si elle ne tue pas rapidement les fragments, entrave 
néanmoins beaucoup leur développement. Les cellules mobiles ne 
s’échappent qu’en petit nombre dans le plasma coagulé. Quelques 
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macrophages seulement proliférent. Les résultats sont les mémes, 
que l’on s’adresse, pour la culture, a une rate de cobaye neuf ou 
immunisé par l’endotoxine, et quel que soit l’échantillon d’endo- 
toxine employé. 

Les endotoxines méritent done d’étre considérées comme de 
véritables poisons pour les cellules hémato-conjonctives et, sans 
doute, leur pouvoir cytotoxique est-il suffisant pour expliquer la 
petite nécrose locale qu’on provoque par injection de ces produits 
dans la peau des animaux. Pourtant, il faut ajouter aussitol que 
ce pouvoir apparait bien faible lorsqu’on le compare avec celui 
de lexotoxine staphylococcique ou des filtrats de Welchia per- 
fringens [8]. 

Pour cette raison, nous ne pensons vraiment pas que les lésions 
générales qui surviennent chez les animaux intoxiqués relévent 
d’une atteinte directe des cellules par )endotoxine. Notre point 
de vue se trouve d’ailleurs justifié par les expériences que nous 
‘avons faites avec des cellules lymphoides isolées. 


2° EXPERIENCES AVEC DES CELLULES LYMPHOIDES. 


Celles-ci s’imposaient, compte tenu des altérations constantes 
et souvent considérables que l’on trouve dans le tissu lymphoide 
des animaux traités par une endotoxine [4]. Le probleme a 
résoudre était le suivant : Quel est le degré de tozicité d'une 
endotoxine pour des cellules lymphoides isolées? Ces expériences 
ont soulevé un certain nombre de difficultés techniques qu’il 
importe, croyons-nous, de mentionner avec quelques détails. 


a) MovE D’OBTENTION DE LYMPHOCYTES 1soLés. — Pour obtenir des 
lymphocytes isolés, la méthode classique consiste a cathétériser 
chez l’animal le canal thoracique. Elle a l’avantage de fournir une 
grosse quantité de cellules et qui, toutes, sont des lymphocytes. 
Malheureusement, l’opération qu’elle nécessite est délicate et ne 
peut étre faite que sur des animaux de grande taille (chiens et, a 
la rigueur, lapins); or, nous voulions nous servir uniquement 
de lymphocytes de cobayes, de rats ou de souris. En outre, la 
lymphe thoracique est un milieu qui se préte mal a des expériences 
de physiologie cellulaire, car il est trop riche en lipides. Nous 
avons done renoncé a la méthode classique pour adopter la sui- 
vante. Des animaux (cobayes, rats ou souris) sont laissés a jeun 
pendant vingt-quatre heures, puis ils sont sacrifiés, soit par le 
gaz (souris), soit par un traumatisme cranien. ‘La peau cervicale 
est alors. rasée, passée a l’alcool et incisée. Les ganglions. cervi- 
caux sont prélevés aseptiquement (chez les souris et les rats, 
nous prenions aussi le thymus) et déposés dans une boite de Petri 
contenant un peu d’eau physiologique tiéde. Ils sont hachés dans 
ce milieu avec des ciseaux. Finalement, la préparation est filtrée 
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sur une gaze fine et diluée en parties égales avec du sérum frais 
de cobaye (également tiéde). 

La méthode que nous avons employée a pour elle sa grande 
simplicité. 

On peut lui reprocher de ne pas fournir seulement des lympho- 
cytes. De fait, dans nos préparations, nous trouvions 4 cdté de 
ceux-ci (environ 70 p. 100) des plasmocytes et méme des histio- 
cytes. Mais toutes ces cellules, entre lame et lamelle, sont faciles 
a distinguer entre elles ; au surplus, un tel mélange représentail 
plutot un avantage, dans le cas de nos expériences, puisque nous 
pouvions en méme temps rechercher la nocivité de ]’endotoxine 
pour différents types cellulaires. 


b) Moyens D’BTUDE DES LYMPHOCYTES ISOLES. — C’est ici que 
nous avons rencontré les principales difficullés. Autant il est 
simple de surveiller in vitro ]’activité des polynucléaires (car ces 
éléments possédent des propriétés physiologiques nombreuses et 
faciles 4 mettre en évidence, dont on peut se servir pour connaitre 
état, bon ou mauvais, de la cellule : chimiotactisme, phagocytose. 
modifications du métabolisme respiratoire, etc.), autant il s’avére 
malaisé d’étudier, dans les mémes conditions, le comportement 
des lymphocytes. | 

Ces cellules ne phagocytent pas. Sans doute, dans le plasma 
coagulé, elles peuvent se déplacer, mais cette migration n’est 
pas orientée (jusqu’a présent du moins, on ne connait pas d’exem- 
ple de chimiotactisme lymphocytaire) et elle reste fort irréguliére 
(dans une méme préparation, on trouve a la fois des cellules immo- 
biles el mobiles), Aussi, en pratique, parait-il difficile de se ser- 
vir de ces mouvements amiboides comme d’un test sensible de 
vitalité. En ce qui concerne enfin les mesures du métabolisme 
respiratoire des lymphocytes, les recherches déja faites dans cette 
direction se sont montrées, elles ausi, fort décevantes. On ne 
doit done pas s’étonner de l’ignorance ott nous sommes encore 
des fonctions du lymphocyte qui mérite, certes, de conserver ce 
qualificatif de « cellule mystérieuse » que lui avait donné 
W. Lewis, voici prés de vingt ans (1). 


(1) Nous pourrions pousser beaucoup plus loin encore notre compa- 
raison entre polynucléaires et lymphocytes et toujours dans un sens 
favorable pour les premiers. C’est ainsi qu’on peut manipuler assez 
brutalement les polynucléaires (on les soumettra, par exemple, a plu- 
sieurs centrifugations successives) sans les altérer nettement. Au 
contraire, une seule centrifugation, méme A faible vitesse, lése défini- 
tivement les lymphocytes. Ceux-la survivent longtemps in vitro dans 
du Ringer enrichi d’une simple trace de sérum. Ceux-ci n’arrivent 
4 subsister que dans un milieu trés riche en sérum, et encore leur 
survie n’excéde pas une dizaine d’heures en milieu liquide, etc. 


ee 
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Pour découvrir action nocive que pourrait éventuellement 
exercer une endotoxine sur les éléments lymphoides, nous avons 
finalement décidé de retenir la technique suivante qui met en 
ceuvre une coloration supravitale au rouge neutre. On admet de 
fagon générale que les lymphocytes absorbent ce colorant dissous 
dans le milieu ambiant sous forme de petiles granulations rouge 
vif intracytoplasmiques. Mais cette absorption ne peut se faire 
que si la cellule est vivante. Dans le cas contraire, les granula- 
lions font défaut, et le noyau, autrement invisible, se colore en 
jaune. Cette technique, aprés de nombreux essais,-nous a paru 
assez sire pour déterminer |’état des cellules. Effectivement, 
quand les granulations rouges tendent a disparaitre, on trouve 
d’autres signes de souffrance cellulaire. Le noyau se rétracte et 
devient trés visible. Le cytoplasme, au contraire, augmente de 
volume et se remplit de vacuoles. De telles modifications sont 
surtout faciles 4 voir quand on opére sur fond noir, comme l’a 
montré R. Schrek [4] (2). 

En pratique, nous avons utilisé notre technique au rouge 
neutre dans les conditions suivantes : 

Simple examen entre lame et lamelle. — Les organes lym- 
phoides d’animaux sont découpés dans de l’eau_ physiologique 
tiéde renfermant du rouge neutre (solution au 1/5.000, stérilisée 
a lautoclave) et laissés dans ce milieu pendant dix minutes. ‘La 
préparation est ensuite filtrée sur gaze et mélangée en parties 
égales avec du sérum frais. Une goutte du mélange est enfin 
déposée entre lame et lamelle. Celle-ci est lutée pour éviter toute 
dessiccation. L’examen des cellules, au microscope et dans une 
chambre étuve a 37°, est poursuivi pendant huit heures. 

Examen en gouttes pendantes. — Sur des lamelles stériles, on 
dépose I goutte de plasma de cobaye puis I goutte de la suspen- 
sion cellulaire, aussit6t aprés filtration. On mélange soigneuse- 
ment les deux liquides. Au bout de quelques minutes, une coagu- 
lation se produit. Les lamelles sont alors, retournées et fixées sur 
des lames creuses. Les préparations sont enfin déposées a 37° 
et observées pendant vingt-quatre heures. 


c) Résutrats. — Des cellules lymphoides, si lon a pris soin 
de les manipuler avec beaucoup de précautions, peuvent étre 
conservées vivantes A 37°, entre lame et lamelle, dans un milieu 
ne renfermant que du sérum frais (homologue ou non) et de l’eau 
physiologique. Huit heures aprés le début de l’expérience, elles 


(2) L’étude de ces modifications cellulaires de nature structurale 
devrait étre aussi facilitée par l’emploi du microscope en contraste de 
phase. A Vheure actuelle, nous poursuivons des recherches dans cette 


direction. 
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ont encore leur forme normale, leur noyau est a peine visible 
et dans la bordure cytoplasmique brillent quelques granulations 
rouge vif. Cela est vrai, du moins, pour la majorité des cellules, 
car quelques éléments ne se colorent jamais. Au dela de la 
huitiéme heure, les signes de dégénérescence cellulaire se mul- 
tiplient. Les granulations disparaissent, la cellule s’étale, les 
contours du noyau deviennent parfaitement nets... Le phéno- 
méne est A peu prés le méme pour toutes les cellules, du lym- 
phocyte au petit macrophage. En gouttes pendantes, la vitalité 
des cellules se maintient plus longtemps. Au bout de vingt-quatre 
heures, un grand nombre d’entre elles gardent encore le rouge 
neutre qu’elles ont fixé, et morphologiquement, elles semblent 
intactes. Néanmoins, une fois ce délai passé, elles deviennent 
également le siége de diverses altérations et les granulations 
colorées s’estompent. Nous avons fait des tentatives de repi- 
quage, mais sans succés. 

Ce sont des faits analogues que l’on retrouve lorsque les cel- 
lules sont maintenues pendant huil heures entre lame et lamelle, 
non plus dans un milieu strictement physiologique, mais dans un 
mélange a parties égales de sérum et d’endotowxine (dans ce cas, 
les organes lymphoides ont été coupés directement dans une 
solution d’endotoxine renfermant 2 mg. de produit sec par cen- 
timétre cube). Lorsque les opérations ont été bien faites (tissu 
lymphoide en parfait état, suspension cellulaire trés homogéne, 
sérum non hémolysé, préparation fraiche de rouge neutre, etc.), 
il n’existe aucune différence, au bout de huit heures, entre les 
préparations témoins (sérum+ Ringer) et les autres (sérum+endo- 
toxine). Sur toutes les lames, les cellules ont le méme aspect (la 
mort cellulaire, au contact de |’extrait bactérien, n’a donc pas été 
plus rapide). Morphologiquement, elles sont en grande majorité 
normales et elles renferment du rouge neutre. Les observations 
que nous avons pu faire aprés vingl-quatre heures, en plasma 
coagulé, ont peut-étre mis en évidence une légére action toxique 
du poison bactérien. Dans le milieu qui contenait celui-ci, les 
cellules nous ont semblé peut-étre un peu moins belles, les gra- 
nulations moins nettes et moins nombreuses que normalement, 
mais il s’agissait toujours d’altérations peu intenses. 

Il apparait ainsi que le pouvoir toxique direct de |’endotoxine 
typhique a l’égard des lymphocytes (8) est extrémement faible. 


(8) Nous avons recherché également la toxicité de l’endotoxine 
typhique pour les polynucléaires de cobaye (cellules isolées, prélevées 
dans une cavité péritonéale enflammée). Ces cellules, aprés avoir été 
lavées par centrifugation, ont été placées dans un milieu contenant 
en parties égales du sérum frais de cobaye et une solution d’endotoxine 
2 mg. par centimetre cube), puis nous avons observé leur compor- 


iit 
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Les autres expériences que nous allons rapporter a présent 
achévent de montrer qu'il est en tout cas insuffisant pour 
expliquer l’apparition des lésions lymphocytaires brutales que 
détermine réguliérement le poison au sein de l’organisme vivant. 

Dans un premier temps, nous avons injecté par voie endovei- 
neuse, chez des cobayes, des doses mortelles d’endotoxine 
typhique, puis au bout de trente minutes, une heure et deux 
heures — c’est-a-dire & un moment ow existent déja dans les 
tissus, et tout spécialement dans la rate et dans les ganglions 
lymphatiques, d’importantes lésions inflammatoires — nous avons 
recueilli aseptiquement (par ponction cardiaque) le plasma ou 
le sérum des animaux. 

1° Le plasma nous a servi pour mettre en culiure, en goutte 
pendante, de petits fragments d’une rate prélevée chez un cobaye 
normal (un fragment de rate + II gouttes d’un extrait de rate 
normale + II gouttes du plasma fourni par les cobayes intoxi- 
qués). Ces cultures ont été déposées a 37°. Au cours des heures 
et des jours suivants, elles ont toutes évolué normalement; ie 
plasma particulier utilisé ici n’a pas modifié leur croissance 
d’une fagon appréciable. 

2° Le sérum obtenu chez les animaux également traités par 
l’endotoxine nous a permis de faire cet autre type d’expérience. 
Sur des lamelles, ont été déposées successivement I goutie de 
suspension lymphocytaire préparée dans les conditions habi- 
tuelles (voir plus haut), I goutte de sérum (sérum de cobaye 
normal ou de cobaye intoxiqué), enfin I goutte de plasma de 
cobaye normal. Aprés coagulation, les préparations ont été 
retournées, en goutte pendante, sur une lame creuse, puis nous 
les avons surveillées A 37° pendant plusieurs heures. Dans aucun 
cas, quel que soit le sérum utilisé — sérum normal ou sérum de 
cobaye intoxiqué —, nous n’avons observé d’altération cellu- 
laire marquée. Sur le plan morphologique, la plupart des cel- 
lules sont demeurées normales. D’ailleurs, un grand nombre 
d’entre elles s’étaient chargées de granulations au rouge neutre, 
ce qui établit leur bon état. 

II 


Il est donc impossible d’expliquer V’apparition in vivo des 
lésions lymphoides considérables que produisent le sérum de 


tement in vitro pendant huit heures. Ce comportement a été celui de 
cellules normales puisque les polynucléaires se sont activement dirigés 
vers des substances chimiotactiques et qu’ils ont parfaitement pha- 
gocyté des corps étrangers. La présence d’endotoxine dans le millon 
n’avait donc pas altéré sensiblement leur vitalité, Les résultats 
obtenus avec les lymphocytes sont identiques, que les cellules aient 
été fournies par des animaux normaux ou Immunises. 
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cheval aussi bien que l’endotoxine par une alteinte directe des 
cellules. Un mécanisme intermédiaire doit étre mis en jeu. Quel 
est-il ? 

Il était naturel de penser, d’abord, A un role éventuel de média- 
teurs chimiques, aulrement dit d’hormones. Aussi, est-ce dans 
cette direction que nous avons orienté nos premiéres recherches. 

Différents travaux, quelques-uns anciens mais pour une grande 
part récents, ont montré que des lésions lymphocytaires pou- 
vaient étre obtenues aprés injection d’hormones ou pouvaient 
étre observées chez |’animal au cours d’une hyperactivité glandu- 
laire spontanée. Les principes les mieux étudiés de ce point de 
vue correspondent a cerlaines hormones cortico-surrénales. 

A, — H. Selye a désigné, en 1936, sous le terme de réaction 
d’alarme, l'ensemble des phénoménes non spécifiques qui appa- 
raissent dans un organisme soumis brusquement a des conditions 
nouvelles [5]. Les facteurs capables de provoquer une réaction 
d’alarme seraient multiples. Elle se produirait — plus ou moins 
violemment, il est vrai — chez tous les sujets exposés soudain 
au froid, 4 la chaleur, aux rayons solaires, aux rayons X ou 
aux rayons du radium; on la retrouverait en cas d’hémorragies 
ou de brdlures, au cours des infections et des intoxications, dans 
les états d’anoxie et de choe (chocs traumatiques, obstétricaux, 
nerveux, etc.). Un exercice musculaire intense, une peur sou- 
daine, un simple frisson, un jetine quelque peu prolongé suffi- 
raient méme, en principe, pour déterminer une réaction d’alarme. 
Quelle que soit sa cause, celle-ci se traduirait réguli¢rement par 
des troubles fonctionnels (élévation transitoire de la tension arté- 
rielle, tachycardie, vaso-constriction périphérique, etc.), des 
froubles métaboliques (hyper- ou hypothermie, hyper- ou hypo- 
glycémie, hyper- ou hypochlorémie, ete.) et des modifications 
analomiques caractérisées essentiellement, d’une part, par une 
hypertrophie des capsules surrénales et, de l’autre, par des 
lésions marquées du tissu lymphoide, thymus, ganglions et rate. 

Selon Selye, la réaction d’alarme reléverait d’un mécanisme 
hormonal. Des hormones cortico-surrénales surtout entreraient 
en jeu et plus précisément celles qui sont capables d’agir sur le 
métabolisme des sucres. Ce seraient elles les véritables respon- 
sables de involution des divers organes lymphoides. De fait, en 
injectant directement chez Vanimal soit des hormones cortico- 
tropes, soit des corticoides surrénaux, on détermine dans le tissu 
lymphoide de sérieuses lésions. Le fait a été maintes fois constate, 
non seulement par H. Selye, mais aussi par beaucoup d’autres 
auteurs [6]. Corrélativement, on observe dans le courant sanguin 
une lymphopénie plus ou moins prononcée [7]. 


Cette brusque hyperproduction d’hormones cortico-surrénales 


£- 


4 
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au cours de la réaction d’alarme aurait d’importantes consé- 
quences. 

a) Elle serait capable de renforcer nettement la résistance géné- 
rale de lYorganisme [8]. 

b) Le pouvoir lympholytique des hormones du cortex comman- 
derait, en quelque sorte Ja libération dans le courant sanguin des 
globulines normales {9} et des globulines-anticorps [10]. Cette 
conception n’est cependant défendable que si l’on place Vorigine 
des globulines dans les lymphocytes; or, cette localisation est 
join d’étre admise par tous les immunologistes [44]. 

c) Enfin des réactions d’alarme trop souvent répétées finiraient 
par exercer une influence funeste. C’est ainsi qu’H. Selye et dif- 
férents auteurs n’hésitent pas a regarder nombre d’affections 
graves : sclérose rénale, hypertension, fiévres rhumatismales, 
ulcéres gastro-intestinaux, diabéte sucré, etc. comme la consé- 
quence ultime de libérations excessives et désordonnées d’hor- 
mones corlico-surrénales, 

Les lésions lymphocytaires qui apparaissent chez les animaux 
hyperimmunisés par le sérum de cheval ou traités par l’endo- 
toxine typhique sont-elles provoquées aussi par ces hormones? 
Nous indiquerons plus loin les différentes raisons qui permet- 
traient de le penser. Toutefois, nous voudrions auparavant rap- 
peler que les principes cortico-surrénaux ne sont pas seuls 
capables de détruire les lymphocytes et que d’autres hormones 
possédent aussi ce privilége. Hy: 

B. — Parmi les médiateurs chimiques qui — en dehors des 
hormones cortico-surrénales — peuvent déterminer dans le tissu 
lymphoide des lésions souvent. graves, nous citerons des sécré- 
tions hypophysaires, l’insuline et l’adrénaline. D’aprés P. Don- 
tigny, la désoxycorticostérone aurait également une action 
lympholytique [42]. I] suffirait simplement d’employer des doses 
convenables de ce corps. ; 

a) L’hypophyse serait capable d’entrainer Vatrophie des 
organes lymphoides par ses hormones corticotropes. Cependant, 
selon D. Perla, la méme glande élaborerait aussi un principe 
particulier dont l’effet serait opposé puisque lui stimulerait le 
développement de ces organes [43]. 

b) Sur les modifications du tissu lympoide que provoque- 
raient spontanément ou expérimentalement (aprés injection) les 
hormones sexuelles, males ou femelles, d’assez nombreux tra- 
vaux ont été déja publiés (44]. Hs indiquent, tous, que ces modi- 
fications peuvent élre marquées et qu’elles aboutissent parfois 
4 une véritable involution (cas du thymus par exemple). 

c) Le pouvoir lympholytique de l’insuline a été découvert par 


I. T. Zeckwer [45]. 
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d) Enfin, on parvient aussi a altérer le tissu lymphoide en met- 
lant en ceuvre l’hormone médullo-surrénale : l’adrénaline. C’est 
ce que démontrent des expériences personnelles récentes [16}. 

Dix-huit souris blanches ont été soumises 4 des injections 
répétées, par voie intrapéritonéale, d’adrénaline en solution 
aqueuse (adrénaline Clin-Sempa-pH 7,5). Au cours de ce trai- 
tement, plusieurs souris sont morles naturellement, d’autres ont 
été sacrifiées. Elles ont été autopsiées aussitot. Le traitement a 
été complet pour 6 animaux et a comporté, en quinze jours, 
quatre injections d’hormone (20 #g., 25 vg., 83 ag., 33 ug.) sous 
le volume de 1 em’. L’autopsie de ces animaux a été faite un, 
trois et quatre jours aprés la derniére injection. Dans chaque 
cas, nous avons prélevé les ganglions du cou, le thymus et la 
rate. Les organes ont été fixés dans le liquide de Bouin, coupés 
et colorés par les techniques histologiques classiques. Les résul- 
fats que nous a fournis la lecture des coupes complétent ceux de 
P.-L. Drouet, P. Florentin et V. Entcheva [47] et confirment 
ceux de G. Carriére, J. Morel et P.-J. Gineste [418]. Ils indiquent, 
sans exception, qu’on peut obtenir des lésions trés importantes 
du tissu lymphoide en mettant simplement en ceuvre |’adrénaline. 

Les lésions les plus nettes se trouvent dans le thymus.’L’atteinte 
de Ja rate et surtout des ganglions est relativement moins marquée. 
Toutefois, pour chacun de ces organes, les désordres sont du 
méme type. I] s’agit, d’une part de lésions congestives et hémor- 
ragiques, surtout nettes chez les animaux qui ont succombé 
brusquement quelques minutes ou quelques heures aprés une 
injection d’adrénaline ; d’autre part, d’altérations cellulaires. 
Vingt-quatre heures aprés chaque injeclion d’hormone existe 
dans. tous les organes lymphoides une vague de pycnoses. Les 
cellules thymiques sont les plus touchées ; l’alteinte splénique et 
ganglionnaire reste le plus souvent localisée dans les centres 
germinatifs., Si le traitement adrénalinique n’a pas été maintenu 
(fait observé chez des souris qui ont été sacrifiées trois jours 
aprés une seule injection d’hormone), Jes lésions dégénératives 
tendent 4 se résorber rapidement pour faire place 4 une hyper- 
plasie des cellules lymphocytaires et, & un degré moindre, des 
éléments histiocylaires. Les foyers de congestion hémorragique 
disparaissent aussi. Au contraire, lorsque les injections d’adré- 
naline ont été poursuivies, le processus nécrotique finit par 
frapper tout le tissu, les foyers mortifiés étant limités par une 
réaction seléreuse (voir pholtomicrographies). 

Cet effet destructeur de l’adrénaline sur les organes lymphoides 
nous parait remarquable, comple tenu de ce que l’on sait des 
poisons caryoclasiques en général et plus particuliérement des 
essais de classification déja proposés pour ceux-ci (Lettré). Mais 
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Fie. 4. — Lésions du tissu lymphoide provoquées par l’adrénaline. 4° Lésions 
thymiques, vingt-quatre heures aprés une injection d’hormone. (Photomicro- 
graphie P. Manigault.) 


Fic. 2. — Lésions du tissu lymphoide provoquées par l’adrénaline. 2° Lésions 
ganglionnaires, vingt-quatre heures aprés une injection d’hormone. (Photo- 
micrographie P, Manigault.) 
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nous touchons la 4 un probléme trés important qui méritera ulté- 
rieurement de notre part une étude particuliére. 

Ainsi, de nombreuses hormones, hormones cortico-surrénales, 
adrénaline, hormones sexuelles, insuline, etc., se montrent 
capables de léser in vivo le tissu lymphoide. On peut se demander 
si tous ces principes exercent une telle action indépendammen| 
les uns des autres ou par l’intermédiaire de lun d’eux. Pour 
II. Selye et plusieurs autres auteurs, ce second processus serait 


Fic. 3, — Lésions du tissu lymphoide provoquées par l’adrénaline. 3° Lésions 
spléniques. Nécrose considérable du tissu aprés 4 injections d’hormones. 
(Photomicrographie P. Manigault.) 


seul exact ; en derniére analyse ce serait, dans chaque cas, des 
hormones cortico-surrénales qu’il faudrait mettre en cause. Par 
exemple, d’aprés I. T. Zeckwer, les Iésions lymphocytaires 
secondaires 4 une injection d’insuline [45], reléveraient du méca- 
nisme suivant : l’insuline provoquerait de Vhypoglycémie, celle-ci 
déterminerait de VPhyperadrénalinémie ; V’adrénaline, A son tour, 
~- ef nous retrouvons ici Je schéma classique de la réaction 
dalarme — stimulerail, par |’intermédiaire de l’hypophyse, la 
séerétion des hormones cortico-surrénales. Nous reconnaissons 
le caractére séduisant de cette théorie, mais il n’est pas certain 
qu'elle soit enlti¢rement justifiée. Personnellement, nous avons 
peine a croire que les lésions lymphocytaires d’origine adrénali- 
nique résultent en fait de Vintervention spontanée de corticoides 
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surrenaux : elles sont trop importantes. Au surplus, on peut fort 
bien, avec des agents divers, déterminer une destruction du tissu 
lymphoide chez des sujets privés de leurs surrénales. Dans cette 
direction, de nouvelles recherches s’imposent. 

C. — Quoi qu’il en soit, une brusque libération d’hormoncs, 
et particuliérement d’hormones cortico- et médullo-surrénales, 
semble de régle chaque fois que l’organisme est victime d’un 
choc. En hyperimmunisant un animal, provoque-t-on des pertur- 
bations hormonales du méme ordre ? On le croit de plus en plus 
sérieusement et c’est ainsi qu'un pont solide est en voie d’étre 
dressé entre l’immunologie et l’endocrinologie. 

Chez nos animaux traités par des doses répétées de sérum de 
cheval [4], nous n’avons fait aucune constatation permettant de 
conclure 4 un hyperfonctionnement ou a un dysfonctionnement 
hormonal. I] est vrai que’nos recherches [4] n’étaient pas spé- 
cilalement dirigées dans ce sens; nous nous sommes bornés 
a noter l’absence d’hypertrophie des capsules surrénales. En 
revanche, nous pouvons apporter dés a présent un faisceau 
important de faits qui, tous, démontrent que, chez les sujets 
intoxiqués par l’endotoxine typhique, une glande a sécrétion 
interne au moins: la glande surrénale, entre en hyperactivité. 

a) Chez nos cobayes traités par des doses répétées d’endotoxine 
typhique [4] nous avons constamment trouvé une hypertrophic 
importante du cortex surrénal que traduisait déja macroscopi- 
quement l’augmentation de masse de la glande totale et qui était 
accompagnée par un changement net de la structure histologique 
normale : la couche glomérulaire était amincie et claire, les 
couches sous-jacentes (surtout la fasciculée) étaient, au contraire, 
exagérément développées. 

b) On sait qu’un des signes les plus frappants de l’intoxication 
par une endotoxine est l’inhibition de la diapédése [49]. Chez les 
animaux malades (lapins, cobayes, rats, souris...), les polynu- 
cléaires ne quittent plus Je systéme circulatoire pour pénétrer 
dans les tissus enflammés. Ce phénomeéne, constant chez les sujets 
normaux, fait au contraire défaut, ou il n’existe que partielle- 
ment, chez ceux qui ont été privés au préalable de leurs deux 
surrénales [20]. 

c) Corrélativement, la leucopénie, qui ne manque jamais chez 
les animaux normaux traités par le poison typhique, ne se 
retrouve pas chez les surrénalectomisés [214]. 

d) Au cours de J’intoxication typhique expérimentale, survient 
une augmentation trés nette de la résistance des capillaires [22]. 
Or, nous avons pu montrer que celle-ci, pour une large part, 
était sous la dépendance, non pas de l’endotoxine elle-méme, 
mais de principes particuliers qui apparaissent dans le sérum et 
dont la nature hormonale n’est guére douteuse [23]. 
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e) Si nous rappelons enfin que pendant l’intoxicalion on 
retrouve chez les animaux la plupart des signes qui caractérisent, 
selon H. Selye, la réaction d’alarme : hyperglycémie, tension 
artérielle longtemps maintenue, vaso-constriction périphérique 
temps de saignement raccourci, hémoconcentration, etc. (24), 
nous aurons apporté, croyons-nous, un nombre suffisant de 
preuves pour affirmer qu’une injection d’endotoxine entraine tou- 
jours des perturbations hormonales. D’ailleurs, on parvient 
& protéger des animaux contre le pouvoir toxique de l’endotoxine 
par une injection de 11-déhydrocorticostérone [25]. 

Voici déja deux ans que nous avons attiré l’attention sur 
importance des phénoménes hormonaux chez les sujets traités 
par une endotoxine. Presque au méme moment, et indépendam- 
ment, P. A. Zahl, M. L. Drasher et S. H. Hutner [26] les met- 
taient, eux aussi, en évidence. Aujourd’hui, on ne peut plus 
douter de l’existence de ces phénoménes : l’organisme intoxiqué 
par une endotoxine se défend toujours par une hyperproduction 
d’hormones cortico- et médullo-surrénales. Mais puisque celles-ci, 
corticoides aussi bien qu’adrénaline, ont le pouvoir de détruire 
les lymphocytes, faut-il en faire les grands responsables des 
lésions lymphocytaires qui accompagnent |’intoxication typhique ? 
On a le droit de le penser. Sans doute aucune preuve formelle ne 
permet d’affirmer un tel fait. Tout un faisceau d’indications, 
cependant, parle en sa faveur. 


Ill 


Dans ce cas, une nouvelle question se trouve posée. Comment 
s’exerce le pouvoir cytotoxique des hormones? S’agit-il d’une 
action directe, ou, cette fois encore, convient-il de faire intervenir 
un mécanisme intermédiaire ? Certains médiateurs chimiques 
méritent-ils d’étre considérés comme de vérilables poisons lym- 
phocytaires ? Nous avons essayé de résoudre ces problémes. 

Nous nous sommes servi de trois hormones : |’adrénaline, la 
11-déhydrocorticostérone et la désoxycorticostérone. Toutes nos 
expériences ont été faites avec des lymphocytes isolés, recueillis 
et traités selon notre méthode habituelle. 


1° EXPERIENCES AVEC L’ADRENALINE. — Des lymphocytes isolés 
de cobaye sont mis en suspension dans des milieux renfermant 
en parties égales du sérum frais de cobaye et diverses solutions 
d’adrénaline en eau physiologique (1 4 4 mg. d’hormone par 
centimétre cube). L’eau physiologique contenait, en outre, un 
peu de rouge neutre. Une goutle des préparations a élé déposée 
entre lame et lamelle et observée pendant huit heures a 37°. Tous 
nos examens ont montré que, dans de tels milieux, les lympho- 
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cytes survivent. Morphologiquement les cellules restent normales 
et en particulier elles conservent, méme dans les solutions les 
plus fortes d’adrénaline, de belles granulations rouge vif. Cette 
hormone n’est done pas un poison — du moins un poison violent 
— pour les lymphocytes. 

On objectera peut-étre que notre méthode n’est pas extréme- 
ment précise. De fait, elle n’indique pas les modifications éven- 
tuelles qui ont pu survenir dans le métabolisme cellulaire. Nous 
pensons cependant que, si ces derniéres ont eu lieu, elles sont 
restées bien légéres puisqu’elles n’ont pas entrainé la mort rapide 
des cellules (4). 


2° EXPERIENCES AVEC DES HORMONES DU CoRTEX. — Deux types 
d’expériences ont été faits. 

a) Nous avons placé au contact de lymphocytes de cobayes, 
maintenus en survie dans du plasma coagulé 4 37°, des petits 
cristaux de 11-déhydrocorticostérone. Les cellules sont demeurées 
en parfait état et ont absorbé, sous forme de granulations, comme 
le font les cellules normales, le rouge neutre qui avait été ajouté 
aux préparations. 

b) Nous avons injecté chez des cobayes, soit par voie intravei- 
neuse, soit par voie intrapéritonéale, de trés fortes doses (5) de 
déhydrocorticostérone ou d’acétate de désoxycorticostérone (ces 
hormones se trouvaient en solution dans l’huile d’olives ou en 
suspension dans du Ringer). Au bout de trente minutes, une 
heure et deux heures, les animaux ont été sacrifiés et leur sérum 
prélevé aseptiquement. De tels sérums, ajoutés in vitro soit a des 
cultures de rate de cobaye, soit 4 une suspension de lymphocytes 
du méme animal, n’ont manifesté aucune action nocive. Nous 
avons retrouvé ici des faits analogues a ceux que nous avions 
déja notés avec le sérum des cobayes intoxiqués par le poison 
typhique 

Il apparait ainsi que les lymphocytes sont insensibles aussi 
bien aux hormones du cortex surrénal (les deux hormones que 
nous avons utilisées exercent pourtant une forte action lympho- 
toxique in vivo) qu’a l’adrénaline. 

Ces expériences étaient déja terminées quand nous avons pris 
connaissance de différents travaux qui aboutissent 4 des conclu- 
sions du méme ordre. O. Hechter et D. Stone, ayant ajouté un 


(4) Nous avons pu éprouver la sensibilité réelle de notre méthode 
en nous servant d’un sérum antilymphocytaire. Lorsque des lympho- 
cytes sont placés dans un antisérum puissant, ils ne tardent jamais 
a mourir, et les granulations rouges intracytoplasmiques disparaissent 
dés le début de lexpérience. Nous reviendrons longuement sur ces 
recherches encore inédites. 

(5) 6 ou 10 mg. d’hormone cristallisée pour un cobaye de 250 g. 
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extrait cortico-surrénal A du sang, n’ont observé aucune destruc- 
tion des lymphocytes [27]. J. Robertson, opérant de son cote 
dans des conditions trés proches des ndtres (expériences um vitro 
comportant l’addition de différentes préparations d’extraits cor- 
tico-surrénaux a des suspensions de lymphocytes), n’a pas 
davantage remarqué de lyse cellulaire [28]. 

Les allérations du tissu lymphoide qui surviennent chez les 
sujels traités par des hormones ne résultent done pas, au moins 
en ce qui concerne les hormones surrénales, d’une action directe 
de ces principes sur les cellules. Peut-étre remarquera-t-on que 
la durée des expériences faites in vitro (huit heures dans notre 
cas, douze heures dans le cas de Robertson) a été trop réduite. 
Mais cette critique n’a pas grand poids puisque les premiéres 
lésions lymphocytaires in vivo commencent 4 apparaitre trois 
heures seulement aprés l’injection des hormones. 

D’ailleurs, il est un fait qui n’a jamais été souligné et qui, 
pourtant; nous parait avoir une importance de premier plan, car 
il suffit 4 montrer que la lyse des lymphocytes in vivo ne résulte 
pas d’un simple contact avec les hormones : c’est lintégrité des 
lymphocytes du sang. Chez les sujets traités, seuls les lympho- 
cytes des tissus (thymus, ganglions, rate) dégénérent et entrent en 
pycnose ; au méme moment les lymphocytes du sang restent 
intacts. Pourtant ils devraient étre les premiers touchés puisque 
c’est le sang qui transporte les hormones. 

Mais s’il faut rejeter une action cytolytique directe des média- 
teurs chimiques, comment expliquer le mode d’action de ceux-ci 
dans l’organisme? Quel mécanisme préside véritablement a la 
production des Iésions lymphocytaires dont l’origine est dite 
hormonale ? D’aprés Hechter et Stone, il faudrait mettre en cause 
certaines substances produites par les lymphocytes eux-mémes 
et qui viendraient renforcer l’action hormonale. Pour Robertson, 
l’effet des sécrétions surrénales sur le tissu lymphoide se borne- 
rait & un contrdle de la maturation cellulaire et de la division 
mitotique. Ce controle, dépassant son but en cas d’hyperactivité 
hormonale, entrainerait la mort des cellules et tout spécialement 
des thymocytes. 

A notre avis, une autre hypothése peut étre formulée. Nous la 
prendrons en considération dans notre prochain travail. 


Résumé. 


1° Les auteurs ont recherché par quel mécanisme sont causées 
les lésions lymphocytaires qui apparaissent chez les animaux 
soumis 4 des injections répétées de sérum de cheval ou d’endo- 
toxine typhique. Ils ont éliminé en premier lieu une action directe 
de ces produits car, d’aprés leurs constatations faites in vitro, 
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le pouvoir cytotoxique du sérum de cheval est nul et celui de 
lendotoxine trés faible. 

2° Hs ont alors envisagé — a la lumiére des travaux récents 
sur la réaction d’alarme — la possibilité d’une intervention 
hormonale. Celle-ci leur semble probable dans le cas de l’endo- 
toxine ; deux grands types d’hormones seraient en cause: des 
hormones du cortex surrénal et aussi l’adrénaline. Sur le plan 
expérimental, ils ont étudié plus spécialement les effets caryo- 
clasiques in vivo de l’adrénaline. 

3° Les auteurs ont examiné enfin comment s’exerce dans l’orga- 
nisme le pouvoir lympholytique des hormones surrénales. Cette 
fois encore, une action directe doit étre exclue. Un mécanisme 
intermédiaire entre en jeu dont Ja nature sera précisée ultérieu- 
rement. 
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LESIONS NUCLEAIRES 
DANS LA CULTURE DU TISSU NERVEUX 
ET D'AUTRES TISSUS EMBRYONNAIRES DE POULET 
INFECTES AVEC LE VIRUS DE L’HERPES 


par G. BARSKI, J. MAURIN et P. LEPINE (’). 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) 


‘Le virus de l’herpés est l’un des premiers avec lequel on ait 
reproduit les lésions intracellulaires spécifiques in vitro. 

On a naturellement cherché a reproduire ces lésions en mettant 
en culture des tissus pour lesquels le virus a montré une affinité 
naturelle au cours de la maladie expérimentale. 

C’est ainsi que la série de travaux ot l’on a mis en évidence 
in. vivo les inclusions dans la cornée, le testicule, les .reins et 
d’autres organes du lapin [9, 10, 8, 7, 12, 44] a été suivie par une 
série analogue ot les mémes lésions ont été obtenues en culture 
tissulaire [417, 2, 4]. 

Ces expériences devaient en particulier confirmer la notion de 
Vaffinité épithéliotrope du virus herpétique. 

Mais trés rapidement on a pu constater que cette affinité n’ était 
point rigoureuse. Ainsi Gastinel [6] a réussi 4 transmettre le virus 
directement et sans adaptation préalable dans une culture de 
fibroblastes de coeur d’embryon de poulet. Des lésions typiques 
ont été constatées dans le méme tissu par Akazaki [4]. 

En revanche, ces auteurs n’obtiennent pas de lésions caracté- 
ristiques du noyau dans la culture de certains tissus qui auraient 
da, au moins théoriquement, fournir un terrain de choix pour 
le développement du virus. Ainsi Akazaki [4], qui a essayé. plu- 
sieurs organes d’embryon de poulet en culture, obtient des 
résultats négatifs avec le poumon, le rein et la chorio-allantoide ; 
Gastinel n’observe pas d’inclusions herpétiques dans le tissu ner- 
veux en culture. Ce tissu n’a pas été employé par Akazaki dans 
son étude, d’ailleurs trés détaillée. © 

Les auteurs américains Cheever [4], Thrompson et Coates [418], 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 janvier 1949, 
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Cheever et Wilmert [5], cultivant le virus herpétique sur le tissu 
entier d’embryon de poulet et employant la méthode de Maitland 
ou de la gélose-tissu, n’étudient ni l’affinitité tissulaire de ce virus 
en culture ni les altérations histo-pathologiques dont il est la 
cause. Magrassi [418] donne la preuve que le tissu nerveux 
embryonnaire et en particulier celui d’embryon de lapin est un 
tissu de choix pour la prolifération du virus herpétique in vitro. 
Mais employant lui aussi la méthode de Maitland pour ses 
cultures, il n’observe pas davantage les lésions spécifiques dans 
le tissu nerveux en culture. 

Ainsi la possibilité de fixation et de multiplication du virus 
herpétique sur tissus d’embryon de poulet a été prouvée en prin- 
cipe aussi bien que son affinité pour le tissu épithélial et surtout 
le tissu nerveux en culture. Cependant on n’a pas jusqu’ici pu 
mettre en évidence les Iésions nucléaires spécifiques dans la 
culture du tissu nerveux ni dans celle du tissu épithélial embryon- 
naire de poulet. 

Dans ce travail, nous nous proposons d’étudier les conditions 
dans lesquelles le virus de Vherpés se fixe sur différents tissus 
d’embryon de poulet en culture, Je tissu nerveux en particulier, 
et provoque apparition de lésions nucléaires et d’inclusions. 

Il nous a paru possible d’aborder de nouveau ce probléme en 
employant notre nouvelle méthode de culture sur membranes plas- 
tiques, en milieu liquide sans repiquage. Par ce procédé, nous 
obtenons facilement des cultures de tissu nerveux de longue 
durée, parallélement aux cultures d’épithélium pulmonaire et de 
fibroblastes du coeur, 


MATERIEL ET METHODES. 


La méthode de culture de tissus sur membranes plastiques, et 
en particulier la culture du tissu nerveux a été décrite en détails 
dans les précédentes publications [8, 19]. Le renouvellement du 
milieu liquide, qui remplace dans cette méthode le repiquage, est 
effectué toutes les quarante-huit heures. 

Nous infectons les cultures avec le virus en mettant en contact 
pendant quarante-cing minutes, a la température de 87°C, le 
lissu avec une émulsion de cerveau d’un animal mort d’une 
maladie expérimentale (lapin ou souris). L’émulsion est diluée 
au 1/100 ou au 1/1.000 et centrifugée 4 2.500 t./min. pendant 
cinq minutes. 

La souche d’herpés que nous employons est la souche Bruxelles 
qui a subi plus de 100 passages consécutifs sur des cerveaux de 
rongeurs. Les cultures sont examinées in vivo puis fixées in toto 
au Bouin-Dubosq-Brazil et colorées A ’hémalun-éosine. La méme 
coloration est appliquée pour les coupes de cerveau de souris 
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qui nous servent comme témoin de la présence du virus dans nos 
cultures. 

La fixation et la multiplication du virus dans les cultures ont 
été confirmées par inoculation intracérébrale du matériel a des 
souris. 

L’émulsion qui nous a servi pour l’infection des cultures (sus- 
pension de cerveau des rongeurs 4 1/500), est a la limite de dilu- 
tions mortelles pour la souris tandis que les cultures, aprés quatre 
a six jours d’incubation, broyées et diluées a 1/1.000, pro- 
voquent une maladie expérimentale chez 75 4 100 p. 100 des 
souris inoculées. 


R&ESULTATS. 


Nous avons exécuté en tout 296 cultures infectées avec le virus 
herpétique, chacune contenant en principe 4 fragments tissu- 
laires ; a savoir : 44 cultures de coeur embryonnaire, 28 cultures 
de poumon et 224 cultures de mésencéphale. 

L’age des embryons utilisés était de douze a quatorze jours. 


A. VIRUS HERPETIQUE EN CULTURE DE COEUR D’EMBRYON DE 
PoULET. — Une partie des fragments tissulaires est infectée avec 
le virus avant la mise en culture : la croissance des fibroblastes 
ne semble pas étre entravée par l’infection. Au quatriéme jour, 
nous observons dans ces cultures de trés larges zones de néo- 
croissance dont la surface atteint plusieurs fois celle de |’explant. 

Les lésions spécifiques du noyau apparaissent parfois au 
deuxiéme jour de la culture et nous les observons réguliérement 
a partir du quatriéme jour. On les trouve surtout au niveau de la 
base de néo-croissance, formant des zones limitées de tissu atteint 
par linfection, tandis que l’ensemble de la culture, notamment 
les parties périphériques, reste indemne. 

Nous avons également infecté avec le virus des fibroblastes 
de coeur embryonnaire de poulet, en culture depuis sept jours, 
et constaté l’apparition ultérieure (aprés quatre jours) de zones 
de lIésions nucléaires caractéristiques. La encore, on trouve les 
régions atteintes 4 distance de la périphérie de néo-croissance. 


B. ViruUS HERPETIQUE EN CULTURE DE POUMON D’EMBRYON DE 
POULET. — Le tissu pulmonaire d’embryon de poulet de quatorze 
jours donne au début (premier, deuxiéme jour) une croissance 
tissulaire mixte. Au quatriéme-sixieme jour, c’est le tissu épl- 
thélial pur qui l’emporte dans la culture; il forme de larges 
plages souvent en couches unicellulaires. 

Nous introduisons la suspension virulente au septiéme jour de 
cette culture et au onziéme jour nous constatons I’apparition 
réguliére de lésions nucléaires herpétiques groupées en diffé- 
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rentes zones plus ou moins étendues. Nous n’observons jamais 
l’envahissement complet de ces cultures par le virus. 


C. Virus HERPETIQUE EN CULTURE DE MESENCEPHALE D’EMBRYON 
bE pouLet. — L’obtention d’images d’inclusions nucléaires herpe- 
tiques en culture de tissu nerveux a été a peine tentée, bien que 
ce soit dans ce tissu que le processus de dégénérescence spéci- 
fique du noyau provoqué par le virus au cours de la maladie 
expérimentale soit le plus manifeste et le mieux étudié (44, 45}. 

ll faut chercher les raisons de cet état de choses dans la diffi- 
culté technique de la culture méme de ce tissu. C’est sans doute 
la raison profonde de la rareté de son emploi en général pour 
l’étude morphologique de tissus infectés avec les virus. 

A cette difficulté s’en ajoute une autre : la complexité du tissu 
nerveux dans sa siructure et dans son évolution au cours de la 
culture, 

Une masse de cellules qui émigrent du fragment explanté du 
tissu cérébral (on y retrouve aussi bien cellules gliales que neuro- 
blastes) subit une dégénérescence plus ou moins rapide. En méme 
temps de nouveaux éléments sortent- du fragment, tandis qu’’ 
travers les amas de cellules nécrosées pousse et se dégage de 
plus en plus le tissu neuro-épithélial. Ce dernier ne montre pas de 
dégénérescence et manifeste, par l’aspect de ses cellules et la 
fréquence de figures mitotiques, sa pleine vitalité. 

Ainsi, dans les cultures normales de tissu nerveux, nous avons 
toujours, a cété de zones parfaitement saines et en pleine crois- 
sance, des éléments dégénérés et nécrosés. 

Mais il suffit d’un peu d’habitude pour distinguer immédiatement 
d'une dégénérescence spécifique causée par le virus les images de 
dégénérescence « normale » que subissent dans la culture certains 
éléments tissulaires. Celle-ci se manifeste par la forme arrondie 
que prennent les cellules, la vacuolisation de leur cytoplasme, 
avec apparition de nombreuses gouttelettes de graisse. Au niveau 
des noyaux, on observe une pycnose suivie d’une contraction et 
densification de la chromatine aboutissant a la fragmentation et 
Ja lyse du noyau. 

Par opposition, les altérations spécifiques du noyau, dues au 
virus, que nous décrivons plus loin, se manifestent de facon tout 
4d fait différente et ne prétent aucunement a confusion. 

Nous mettons le tissu nerveux en contact avec la suspension 
virulente aux différents stades de la culture. 


Quand le tissu est infecté d’emblée, au moment méme de la 
mise en culture, la migration cellulaire qui caractérise le début de 
la culture n’est pas arrétée, mais semble étre ralentie. Dans les 
cultures de quarante-huit heures on ne constate que peu de lésions 
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nucléaires. Leur nombre augmente si l’on observe des cultures 
de quatre ou de six jours. Elles sont disséminées dans le frag- 
ment entier sans se limiter A des ilots isolés, comme c’est le cas 
dans les tissus pulmonaire et cardiaque. 

Ces lésions correspondent a celles de l’encéphalite herpétique 
expérimentale. 

Les cellules atteintes et leur noyau augmentent de taille, leur 
protoplasme devient plus acidophile. Dans le noyau le nucléole se 
fragmente jusqu’a disparaitre, la basichromatine en gros débris 
est repoussée vers les parois du noyau dont |’intérieur se 


Fic. 4. — Mé-encéphale d’embryon de poulet en culture depuis dix-neuf jours. 
quatriéme jour aprés l'introduction du virus. Faible grossissement. 


remplit d’une masse oxyphile apparemment homogéne qui, au 
fort grossissement, montre une structure granuleuse trés fine. A 
un stade plus avancé on observe une contraction et fragmentation 
de cette masse dont le caractére acidophile va en s’accentuant. 
Elle se délimite par un halo qui la sépare de la paroi nucléaire : 
ainsi sont formées une ou plusieurs inclusions typiques. 


C’est en introduisant le virus au quatriéme jour de la culture 
que nous observons |’envahissement le plus étendu du tissu ner- 
veux. Au sixiéme-huitiéme jour, la presque totalité des noyaux 
cellulaires sont atteints par le processus de dégéné¢rescence spé- 
cifique décrit ci-dessus. 

La fixation et la multiplication du virus dans ces cultures ont 
été confirmées par inoculation aux souris. Les cultures de quatre 
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Fic. 2. — La méme culture que figure 4. Zone atteinte, 
au fort grossissement (1.800). 


PS as 
' om 


Fic. 3. — La méme culture que figure 1. Z ne de cellules normales. 
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jours infectées au premier jour, inoculées en dilution a 1/100, pro- 
voquent une maladie expérimentale typique avec lésions spéci- 
fiques d’encéphalite herpétique. Le taux du virus dans la: culture 
augmente en quatre jours de 100 a 1.000 fois. 


Dans une autre série d’expériences, nous avons essayé d’in- 
fecter avec une suspension virulente des cultures de mésen- 
céphale plus agées avec un tissu neuro-épithélial bien formé. 

Dans les cultures infeclées au septiéme ou huitiéme jour, nous 
observons irréguliérement vers les onziéme-douziéme jours des 
ilots limités de tissu atteint par des lésions herpétiques. Ces 
lésions apparaissent plus réguliérement et en plus grande quan- 
tité vers le quatorziéme jour, ce qui n’empéche pas la culture de 
continuer son développement dans ses parties saines. 

L’introduction du virus dans les cultures encore plus Agées, et 
notamment de quatorze ou quinze jours, laisse voir par la suite 
au dix-neuvieme jour un développement régulier et trés abondant 
de lésions herpétiques dans différentes parties de la culture, 
aussi bien au centre qu’a la périphérie. C’est alors que nous 
obtenons les plus belles préparations d’inclusions nucléaires. 


CONCLUSIONS. 


1° Il est possible d’obtenir, en employant comme source 
d’infection des cerveaux de lapins et de souris morts d’encéphalite 
herpétique, la fixation immédiate du virus sur les différents tissus 
d’embryon de poulet en culture de tissus. Sa pénétration dans les 
cellules des tissus en culture et son développement a l’intérieur 
de leur noyau sont prouvés par Jes lésions nucléaires spécifiques 
et par les résultats d’inoculation aux animaux. 

Ce fait est d’autant plus intéressant que la poule et plus géné- 
ralement les oiseaux [46] ne sont pas réceptifs a l’herpés. 

2° Nos expériences confirment le remarquable pantropisme 
tissulaire de ce virus. Notre souche, qui est essentiellement ner- 
veuse, se fixe et se multiplie parfaitement et sans adaptation 
préalable parallélement sur les fibroblastes du cceur, |’épithélium 
du poumon et le tissu nerveux du mésencéphale de l’embryon 
de poulet. 

3° Les conditions de développement du virus en culture de tissu 
nerveux semblent expliquer le fait que l’apparition de lésions spéci- 
fiques dans la culture de ce tissu n’ait pas été jusqu’ici décrite, en 
raison de la difficulté technique de cette culture elle-méme, et en 
particulier de l’obtention des cultures agées de plusieurs semaines. 

Nos cultures, n’étant pas englobées dans un caillot plasmatique, 
peuvent a n’importe quel age étre soumises avec la méme facilité 
4 l’action de la suspension virulente. Le virus ne rencontre aucune 
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barriére a franchir pour pénétrer a l’intérieur des cellules. De ce 
point de vue, il n’y a dans nos expériences aucune différence 
entre une culture fraichement explantée et une culture de 
plusieurs semaines. 

4° Nous avons étudié le rapport existant entre l’Age du tissu 
nerveux en culture et sa réceptivité au virus. La culture de trois 
a quatre jours semble constituer un terrain trés favorable au 
développement du virus, mais on observe également l’envahis- 
sement massif par le virus de cultures beaucoup plus Agées et 
notamment de deux semaines. L’importance des lésions spéci- 
fiques dans ces cultures dépasse ce que nous avons observé dans 
les cultures d’autres organes embryonnaires, 

De leur coté, Cheever et Willmert [5] en étudiant les rapports 
entre l’age de la culture (dans le cas d’un mélange tissulaire) et 
le développement du virus, constatent une décroissance du titre 
avec l’Age du tissu cultivé. C’est ainsi que le virus disparait 
complétement si on l’introduit dans une culture de seize jours. 
Comme nous le voyons, cette constatation ne peut étre étendue au 
tissu nerveux. 

Au contraire, l’affinité du virus pour le tissu neuro-épithélial 
bien constitué vers la deuxiéme semaine de la culture ne semble 
pas diminuer avec son Age, ce qui s’accorde bien avec sa grande 
vitalité dans cette période de son évolution. 

5° L’existence de zones limitées atteintes par le virus dans les 
cultures de fibroblastes et d’épithélium laisse croire que le virus 
se propage difficilement a travers la culture de ces tissus et reste 
fixé dans les zones qu’il a atteintes au moment de l’infection. 
Cette constatation n’est qu’en partie valable pour le tissu neuro- 
épithélial. 

Au contraire, au courant de la premiére semaine de culture du 
tissu nerveux, on observe l’extension rapide des lésions nucléaires 
spécifiques 4 l'ensemble de la culture. Il est trés probable que 
linvasion par le virus du tissu nerveux est grandement facilitée 
par le réseau de fibres nerveuses existant encore a ce stade et 
servant de conducteur au virus. 
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CALCULATEUR CIRCULAIRE 
POUR L’EVALUATION DU NOMBRE DE JOURS 
SEPARANT DEUX DATES 


par J.-C. LEVADITI, P. LEPINE et L. REINIE (°). 


(Service des Virus, Institut Pasteur.) 


L’un des inconvénients du calendrier grégorien est | inégalité 
du nombre des jours contenus dans les différents mois de l'année. 
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Lorsqu’on veut connaitre le nombre de jours séparant deux dates, 
il est nécessaire de faire des additions successives ; ce caleul rapide 
pour des dates assez rapprochées, devient relativement fastidienx 
lorsque les dates sont éloignées lune de l’autre. 

Pour simplifier, nous avons utilisé un moyen mécanique ana- 
logue a celui des régles a calcul circulaires. Une circonférence 


*) Société F aise Fapobt ; , 
(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 février 1949 
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est divisée en 365 parties égales; a l’extérieur de cette circon- 
férence, une graduation correspond aux douze mois de |’année, et 
a Vintérieur de cette méme circonférence, la graduation va de 0 a 
365. La graduation extérieure est fixe, la graduation intérieure 
mobile, . 

Pour préciser le nombre de jours séparant deux dates diffé- 
rentes il suffit de faire coincider le 0 de la graduation intérieure 
avec la date initiale et de lire sur le disque intérieur, en regard de 
la date finale, le nombre de jours qui séparent les deux dates. Si 
plus d’une année sépare les deux dates, 11 faudra d’une part 
ajouter autant de fois 365 qu’il y a d’années comprises, et en cas 
d’année bissextile ajouter, d’autre part, une unité au chiffre 
observé lorsque le 28 février est compris entre les deux dates (1). 


(1) Nous tenons A remercier M. Manigault et M. Lapierre de 1’aide 
qu’ils ont bien voulu nous apporter dans la réalisation de l’appareil. 
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RECHERCHES 
SUR QUATRE ESPECES ANAEROBIES STRICTES 
DU GENRE CORYNEBACTERIUM : 
C. LIQUEFACIENS, C. DIPHTHEROIDES, C. AVIDUM 


ET C. PARVUM 


par A. R. PREVOT et J. COURDURIER 


(avec la coJlaboration technique de N. ALADAME). 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Le genre Corynebacterium comprend actuellement — en dehors 
de ses 24 espéces aérobies ou facultatives — 11 espéces anaé- 


robies strictes (1), assez mal connues en général, difficiles 4 isoler 
et a diagnosliquer, et probablement assez rares : en effet, dans 
notre collecion nous n’en possédons que 4 souches (alors que 
nous avons plus de 500 souches des aulres anaérobies). 

Le diagnostic de ces espéces est difficile parce que les auteurs 
qui les ont décrites n’ont pas fait mention des propriétés biochi- 
miques essentielles de chacune d’elles. C’est pour compléter la 
description de quatre d’entre elles que nous avons fait cetle étude. 


I. — Corynebacterium liquefaciens (Jungano) P. 1938. 


Habitat : Jungano l|’avait isolé une seule fois de selles humaines. 
Nous l’avons retrouvé dans la boue de l’étang de Palluel (Pas- 
de-Calais) dans un bord de rivage, prés d’une route, ce qui peut 
laisser Supposer un apport fécal, et tout au moins sa persistance 
dans les vases, 

Morphologie : Elle est indiscutablement celle d’un Corynebac- 
ferium oti les pseudo-ramifications sont particuli¢érement abon- 
dantes, ainsi que les renflements terminaux et les formes granu- 
leuses. semblables a de courtes chainettes de streptocoques. 
L’élément isolé mesure 1 y a 2,5 » de long sur 0,4 » de large. 


(1) A.-R. Privor, Manuel de Classification des Anaérobies, 2° édition, 
1948, Masson, édit., 256 et suivantes. 


as 
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Physiologie : Sa thermorésistance est tres faible : trois minutes 
a 60°, une minute a 70°. Son pouvoir réducteur est trés peu 
marqué : il ne réduit ni rouge neutre, ni safranine, ni phéno- 
safranine. 

Caracteres culturaux : Les cultures ne sont ni gazogénes, ni 
fétides. Les colonies en gélose profonde sont lenticulaires et 
deviennent assez grandes en vieillissant (2 4 3 mm. de diamétre). 
Elles prédominent en taille et en nombre dans une zone discoide 
trés basse (a 2 cm. de la surface). En eau peptonée a 2 p. 100, 
trouble léger et formation d’indol (alors qu’on n’en trouve pas 
ou trés peu dans les autres milieux). En bouillon VF glucosé, 
trouble abondant et rapide, acidification marquée. La gélatine est 
liquéfiée (en quarante-huit heures). Le lait est d’abord précipité, 
puis coagulé. Le sérum coagulé est progressivement digéré mais 
le blanc d’ceuf coagulé n’est pas attaqué. La fibrine est partielle- 
ment digérée. Le glucose, le lévulose, le maltose et le lactose 
sont énergiquement fermentés : acidification 4 pH 4,5, mais sans 
dégagement gazeux. Le galactose est faiblement fermenté (pH 6). 
Mais, comme I’avait bien vu Jungano, le saccharose et la dextrine 
ne sont pas fermentés, pas plus que |’amidon ni le glycérol. Les 
nitrates sont réduits en nitrites en eau peptonée, additionnée des 
glucides altaqués, sauf le glucose. 

Propriétés biochimiques : La fermentation de bouillon VF glu- 
cosé a 1 p. 100 produit 0,034 g. d’NH, p. 100 cm*; SH, ; des 
traces d’indol; des amines volatiles; des aldéhydes; cétones 
(acétone en particulier), mais mi acétoine, nmi alcool ; |’acidité 
volatile totale est de 0,399 g. p. 100 cm® et consiste en un mélange 
d’acides propionique et formique (P/F = 5/1). L’acide lactique 
est produit en abondance. 

Pouvoir pathogéne : Nul pour le cobaye et la souris. Ni toxine, 
ni hémolysine. 

Position dans la systématique : L’étude présente ne modifie pas 
la position de cette espéce, que nous devons considérer comme 
un germe saprophyte ou libre, dont la place est celle que nous 
lui avions assignée parmi les espéces anaérobies non gazogénes 
du genre Corynebacterium. 


II. — Corynebacterium diphtheroides (Jungano) P. 1938. 


Habitat : La souche historique de Jungano provenait de l’in- 
testin du rat blanc. Nous avons pu étudier une souche d’une autre 
provenance grace a l’obligeance de notre collaborateur H. Bee- 
rens, assistant a ]’Institut Pasteur de Lille, qui a bien voulu nous 
envoyer une souche isolée d’un cas d’ostéite fibreuse. 

Morphologie : Typiquement celle d’un Corynebacterium. Il 
mesure 3 4 4p de long sur 0,3 y, a 0,4 y de large. 
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Physiologie : Thermorésistance nulle. Pouvoir réducteur élevé 
(rouge neutre et safranine réduits). 

Cultures ; Gazogénes, non fétides. 

Les colonies en gélose profonde sont punctiformes, puis arron- 
dies. Gaz. En eau peptonée, trouble léger. En bouillon VF, culture 
d’abord floconneuse, puis trouble; gaz. La gélatine n'est pas 
liquéfiée ; le lait n’est pas coagulé ; les proléines coagulées ne 
sont pas attaquées. Le glucose, le lévulose et le saccharose sont 
fermentés avec gaz; le galactose l’est faiblement. 

Caractéres biochimiques : Les nitrates ne sont pas réduits en 
nitrites. La fermentation du bouillon VF glucosé a 1 p. 100 pro- 
duit NH, (0,24 g. par litre) ; amines volatiles, aldéhydes, cétones 
el alcool; les acides acétique et caproique dans la proportion 
de 2/5, sous réserve d’une interprétation erronée possible des 
courbes de Duclaux, dont on connait l’indétermination dans la 
zone des acides supérieurs (isobutyrique, n-valérianique, valé- 
rianique oplquement actif et caproique) en mélange avec l’acide 
acélique au voisinage des proportions | p. | et 2 p. 1 (2). 

Pouvoir pathogene : Nul pour cobaye et souris. Ni toxine ni 
hémolysine. 

Position dans la systématique : L’absence de production d’indol 
par cette souche en fait la variété non indologéne de C. diphthe- 
roides. C’est un saprophyte pouvant se maintenir probablement 
en association, dans les lésions d’ostéite fibreuse. Cette espéce 
reste done a la place qui lui a été assignée parmi les anaérobies 
gazogenes du genre Corynebacterium, 


If. — Corynebacterium avidum (Eggerth) P. 1988. 


Habitat : Les 2 souches d’Eggerth provenaient de lintestin 
humain, La souche dont nous donnons ici l’étude a été isolée par 
hémocullure dans une septicémie récurrente a période de sept 
jours survenue au cours de l’évolution d’une lymphogranulo- 
matose maligne quelques mois avant la mort. Nous devons cette 
souche & lobligeance de nos collegues le D™ R. Martin, médecin 
directeur de lHopital Pasteur, C. Junod, interne a Hopital 
Pasteur et M"* O. Schurr, assistante au Laboratoire de l’Hépital 
Pasteur, que nous remercions trés vivement. L’observation cli- 
nique et anatomo-pathologique de ce cas sera publiée ultérieu- 
rement par ces auleurs. 

Morphologie : Batonnet irrégulier, polymorphe, a bifurcations 
courtes el pseudo-ramifications, renflements terminaux ; formes 
é granulations chromatiques ressemblant A de courts streptoco- 


(2) G. Conrn-Bazine, G.-N. Conen et A.-R. Pritvor, Ces Annales, 1948, 
76, 291. 
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ques ; longueur, 2,5; largeur, 0,5 y- Gram-positif, immobile, 
acilié, asporulé. 

Physiologie : Longévité supérieure a sept mois par repiquage 
a un mois d’intervalle. Ne réduit ni le rouge neutre, ni la safra- 
nine, ni la phénosafranine. Thermorésistance nulle. 

Cultures : Faiblement gazogeénes ; non fétides. 

En gélose profonde les colonies apparaissent lentement et sont 
du type lenticulaire épais et cunéiforme ; pas de gaz. En eau 
peptonée, culture trés lente par trouble trés léger. En bouillon VF 
glucosé, culture assez abondante, trouble, parfois grumeleuse. 
La gélatine est liquéfiée en trois semaines. Le lait est coagulé 
en quatre a cing jours, le caillot se rétracte trés fort et est par- 
tiellement digéré. Les protéines coagulées sont peu attaquées 
(blane d’ceuf partiellement digéré). Notre souche ne faisait fer- 
menter que le glucose et le galactose. 

Caractéres biochimiques : Les nitrates ne sont pas réduits en 
nitrites. La production d’indol est faible et irréguliére. De méme 
la production d’SH, est faible et irréguliére. Le taux d’NH, pro- 
duit est de 0,02 g. p. 100 cm*. Les autres substances se réduisent 
a une faible quantité d’aldéhyde, une acidité volatile totale de 
0,008 g. p. 100 cm® consistant en un mélange d’acides acétique 
et butyrique 1 p. 1 et de l’acide lactique. 

Pouvoir pathogéne expérimental : Nul pour la souris et le 
cobaye. Ni toxine, ni hémolysine. Mais l’injection intraveineuse de 
2 cm* au lapin a provoqué la mort de celui-ci en trois semaines. 
A lautopsie, aucune lésion visible. Le sang du cceur est stérile. 

Sérologie : Le sérum de la malade agglutinait notre souche 
au 1/100. Douze sérums humains pris comme témoins n’avaient 
aucun pouvoir agglutinant. 

L’interprétation de cette seplicémie récurrente a C. avidum est 
difficile. Ou bien il s’agit du passage régulier dans la grande 
circulation, tous les sept jours, d’un microbe intestinal a l’occa- 
sion de |’évolution subaigué d’une lymphogranulomatose maligne, 
épiphénoméne dont on voit mal le mécanisme. Ou bien il s’agi- 
rait d’un de ces nombreux cas de lymphogranulomatose maligne 
ou la coincidence d’une infection a incité de nombreux auteurs 
4 incriminer une pathogénie infectieuse de cette maladie. Or 
parmi les deux groupes microbiens les plus souvent rencontrés 
dans les infections concomitantes se trouvent justement, 4 coté de 
Mycobacterium tuberculosis, les Corynébactéries. Récemment 
Brun (3) a apporté une nouvelle contribution a cette théorie infec- 
tieuse en mettant en paralléle la fréquence, d’une part des formes 
eranulaires du M. tuberculosis (Fontes, Vaudremer) et, d’autre 


(3) Brun, Le Sang, 1947, n° 9, 571. 
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part, celle des Corynébactéries, en particulier Corynebacterium 
hodgkini, aérobie rencontré trés souvent et décrit par Bunting et 
Yate aux Etats-Unis. Cette théorie infectieuse ne doit pas étre 
rejelée a priori tant que l’étiologie de A maladie de Hodgkin ne 
sera pas définitivement élucidée, En 1932 déja, Weissman-Netter, 
Cumansky et Delarue (4) rapportaient les résultats de la repro- 
duction expérimentale de cette affection par Vinoculation a 
Vanimal de broyat de ganglions ou de cultures et soulignaient 
Vimportance des Corynébactéries, Le mécanisme de cette éliologie 
multiple est rendu plausible par la nouvelle théorie pathogénique 
de la maladie de Hodgkin que vient de soutenir P, Jacob (5), qui 
la considére comme une maladie frontiere pouvant s intégrer 
dans l’étiologie xénogénique des tumeurs, c’est-a-dire tenant 
compte a la fois de la théorie inflammatoire et de la théorie néo- 
plasique : la cellule de Sternberg mature serait issue des grandes 
cellules inflammatoires du type Langhans qui, accidentellement, 
se transformeraient en cellules néoplasiques donnant la lignée 
maligne. 

Quoi qu'il en soit de l’étiologie exacte de la lymphogranulo- 
matose maligne, l'étude d’une souche de Corynebacterium avidum, 
anaérobie strict, isolé par hémoculture d’une seplicémie récur- 
rente au cours d’une maladie de Hodgkin, apporte une nouvelle 
contribution & Vimportance des Corynebactéries dans la genése 
de cette affection. 

Position dans la systématique : La souche étudiée ici représente 
une variélé légérement indologéene, peu protéolylique, peu gluci- 
dolylique et peu sulfhydrique de lespéce-type. Mais Ja position 
de celle-ci n’est pas modifiée par cette étude. Elle reste parmi 
les espéces anaérobies gazogénes du genre Corynebacterium, a 
coté de C. diphtheroides dont elle se distingue trés facilement par 
ses caractéres culturaux et biochimiques. 


IV. — Corynebacterium parvum (Mayer) 1926. 


Habitat : La souche que nous avons étudiée a élé isolée par 
hémoculture dune seplicémie — post- puerpérale mortelle avec 
éclampsie chez une femme de vingt-six ans. Celte souche nous 
a 6t6 adressée par nos collegues R. Martin, C. Junod et 
M"* ©. Schurr, de PHopital Pastour. que nous remercions trés 
vivement. L’observation clinique et anatomo-pathologique de ce 
cas sera publiée ailleurs. Cette origine n’apporte rien de nouveau 
au chapitre de Vhabitat de cette espéce puisque toutes les 


(4) Verssman-Netrer, OumAnsky et Detarur, Rapporl au XII° Congr, 
Fr. de Méd, 


Jacos, Rev. Méd. Nancy, 1948, 399. 
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souches étudiées par Mayer (6) provenaient de septicémies puer- 
pérales et post-puerpérales, d’infections secondaires des tumeurs 
annexielles, cystites purulentes, sécrétions cervicales et leucor- 
rhées, annexites, toutes d’origine génitale féminine. 

Morphologie : Typiquement celle d’un tres petit Corynebac- 
terium, mesurant 1,4 » de long sur 0,8 yp. 

Physiologie : Anaérobie strict n’évoluant pas vers |’ anaérobiose 
facultative. Thermorésistance nulle. Longévité supérieure a un 
mois. Pouvoir réducteur trés faible (rouge neutre, safranine et 
phénosafranine non réduits). 

Cultures : Trés faiblement gazogénes ; non fétides. 

En gélose profonde les colonies sont et demeurent puncti- 
formes ; pas de gaz. En eau peptonée, léger trouble, pas de gaz. 
En bouillon VF glucosé, trouble plus marqué. Le dégagement 
gazeux n’est jamais spontané ; il faut le provoquer en imprimant 
sur le fond du tube de petites secousses répétées. Ce caractére 
n’ayant pas été recherché par Mayer, cette espéce a été consi- 
dérée jusqu’ici comme non gazogeéne. 

La gélatine n’est pas liquéfiée. Le lait est trés lentement 
coagulé (trois semaines 4 un mois). Les protéines coagulées ne 
sont pas attaquées. Les glucides suivants sont fermentés : glu- 
cose, lévulose, maltose, galactose, saccharose, lactose, amidon et 
glycérol. 

Caractéres biochimiques : Les nitrates sont réduits en nitrites 
en présence d’eau peptonée additionnée de lévulose, ou de lac- 
tose, ou de galactose. Les autres glucides ne conviennent pas 
comme donateurs d’hydrogéne pour cette réduction. La fermen- 
tation du bouillon VF glucosé a 1 p. 100 produit des traces 
d’indol, NH, (0,01 g, p. 100 cm‘), des amines volatiles, des aldé- 
hydes et des cétones ; l’acidité volatile totale est de 0,3 g. par 
litre. Elle consiste surtout en acide propionique accompagné de 
traces d’un acide inférieur, acétique ou formique. I] y a égale- 
ment production d’acide lactique. 

Pouvoir pathogéne : Cette souche, isolée en culture pure d’une 
septicémie mortelle, a certainement présenté une phase pathogéne 
spontanée pour l’espéce humaine ; mais contrairement aux sou- 
ches de Mayer qui étaient pathogénes et toxinogénes, elle n’ayait 
aucun pouvoir pathologique sur la souris et le cobaye et ne sécré- 
tait ni toxine, ni hémolysine. 

Position dans la systématique : La souche que nous avons 
étudiée représente la variété anaérobie stricte durable de l’espéce. 
Le fait qu’elle est gazogéne, faiblement il est vrai et uniquement 
en milieu liquide glucosé avec dégagement gazeux par tapote- 


(6) Mayer, cité par Wernperc, Nativerte et Privor, Les Microbes 
anaérobies, 530. 
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ment, nous oblige a modifier sa place et a la situer parmi les 
espéces anaérobies gazogénes du genre Corynebacterium, a colé 
de C. avidum, dont elle se distingue aisément par sa taille plus 
pelite et ses propriétés culturales et biochimiques. 


R&SUME ET CONCLUSIONS. 


1° Quatre souches de Corynébactéries anaérobies ont été 
éludiées dont deux (C, avidum et C. parvum) pour la premiére 
fois en France. 

2° Corynebacterium liguefaciens, isolé de boue d’étang, ni 
gazogene, ni fétide, peu réducteur, liquéfie la gélatine, coagule 
le lait et le digére partiellement, fait fermenter 5 glucides ; réduit 
les nitrates en nitrites ; produit NH,, SH,, indol, amines vola- 
liles, aldéhydes, cétones, acides propionique, formique et lac- 
tique. Il n’est pas pathogéne. 

3° Corynebacterium diphtheroides, isolé d’ostéite fibreuse, est 
gazogéne, non fétide, peu réducteur ; ne liquéfie pas la gélatine, 
ne coagule pas le lait, n’attaque pas les protéines, fait fermenter 
4 glucides ; ne réduit pas les nitrates en nitrites ; produit NH,, 
amines volatiles, aldéhydes, alcools, cétones et les acides acé- 
tique et caproique. Il n’est pas pathogéne expérimentalement. 

4° Corynebacterium avidum, isolé par hémoculture d’une sep- 
ticémie récurrente au cours d’une lymphogranulomatose maligne 
est faiblement gazogéne, non fétide, tres peu réducteur, liquéfie 
la gélatine, coagule le lait et le digére partiellement, fait fer- 
menter 2 glucides, ne réduit pas les nitrates en nitrites, produit 
tres peu d’indol et d’SH,; produit NH,, aldéhydes, les acides 
acélique, butyrique et lactique. I] est pathogéne pour le lapin. 
C’est la premiére Corynébactérie anaérobie isolée dans la maladie 
de Hodgkin, oi des Corynebactéries aérobies ont été trés souvent 
isolées. Elle apporte une donnée nouvelle a la théorie infectieuse 
de cette maladie, ou méme a la théorie mixte : infectieuse, 
tumorale. 

5° Corynebacterium parvum, isolé par hémoculture d’une sep- 
ticémie post-puerpérale mortelle avec éclampsie reste anaérobie 
strict au cours des repiquages ; trés faiblement réducteur ; trés 
faiblement gazogéne ; non fétide ; ne liquéfie pas la gélatine ; 
coagule lentement le lait, n’attaque pas les protéines ; fait fer- 
menter 9 glucides ; réduit les nitrates en nitrites en présence de 
3 glucides ; produit des traces d’indol, NH,, amines volatiles, 
aldéhyde, cétone, des acides propionique, acétique ou formique 
et lactique. Aucun pouvoir pathogéne expérimental. 


CONTRIBUTION AUX CONNAISSANCES 
SUR LE PROCESSUS DE LA NITRIFICATION 
DANS LES EAUX USEES : 
LA NITRIFICATION DANS L'INSTALLATION SEPTIQUE 
DU TYPE S.NC.F. 


par Hétkne WINOGRADSKY et G. BOUTILLIER. 


(Institut Pasteur. Service de M. R. Dusarric ve La Riviére.) 


L’intéressante question des bactéries nitrificatrices, isolées il y 
a bient6t soixante ans par S. Winogradsky (1), a suscité un trés 
grand nombre de recherches. Ces recherches, limitées d’abord au 
processus dans le milieu sol, se sont étendues ensuite aux 
milieux eaux d’égout et filtres biologiques (2). 

On a cherché a établir le réle joué par le processus dans la 
minéralisation des matiéres organiques et l’épuration des eaux 
usées. Mais, en général, les études bactériologiques des eaux 
d’égout et des installations d’épuration ont porté principalement 
jusqu’ici sur la détermination des microbes pathogénes (3). 

Pour ceux qui pensent que la nitrification n’est pas en rapport 
direct avec l’hygiéne publique, disons que le processus a son 
importance en ce qu’il contribue a la miunéralisation des eaux 
d’égout ; son étude peut done établir les rapports existant entre 
les nombreux micro-organismes peuplant les eaux d’égout. 

Dans le présent travail, nous nous sommes bornés a |’étude de 
la nitrification dans l’installation septique du type S. N.C. F. 


TECHNIQUE ET EXPERIENCES. — Dans la deuxiéme décade de 
chaque mois, nous prélevons les effluents (fosse et filtre bactérien) 
de Jl’installation septique S.N. C.F. de Saint-Ouen-les-Docks 
(Laboratoire des Services Electriques). 

Le jour méme de cette opération : 

1° Nous ensemencons des fioles d’Erlenmeyer, contenant le milieu 


(1) S. Winocrapsky, ces Annales, 1890 et 1891, 4 et 5; ces Annales, 
1925, 1932, 1933. 

(2) Harriette Curck, Proceed. Roy. Soc., série B, 1906, 77, 241. 
— BovuLaNnGeR et Masson, ces Annales, 1908, 17, 491 ; 1904, 18, 181. 

(3) Catmetre, 1905, 1914, 44, 31. 
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liquide spécifique de Winogradsky (4) avee les échantillons pré- 
levés. Utihsant la technique de Winogradsky, nous employons 
comme énergétique du sulfate dammonium ou du nitrite de potas- 


Se 2 


S'OUEN - Cukures d'eau de Filtre Septembre 1946 


Mihes  emmonracal Miheu — rtrité 


fig I 


[De 1 SfQuen - Cultures c'eau de Fosse . décembre 1946 FF 


Mhes  ammonace! Mheu nitrite 


” ys 


Jig I 


iJ 


slum pour mettre en évidence, avec le premier les bactéries de | 
nitritation avec le second celle de la nitratation. 
Les réactions de Nessler et de Trommsdorff, praliquées deux 


a 


(4) S. Winocrapsky, ces Annales, 1890, 1°" mémoire ; I891, 5° mémoire, 
— 3. et H. Winocranpsky, ces Annales, 1933, 7° mémoire. 
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fois par semaine, permettent de suivre l’évolution du processus 
dans chaque cas. 


Le pH est mesuré par la méthode colorimétrique (comparateur 
de Hellige), une fois, au moins, par semaine. 


| Av | Sfouen - Cultures deau de /O5se - Avril 1947 (sens recharye ) me 
47 


Sites a:nmonace/. Site ateite 


Big core 6 B85 cc £0/ rut. 


Detes 2023 27 fh eu ss» os 5,9 ani 93s 27 He6 10 
| hg IT 
| At 2 S! Ouen Culture Aeau ae Siftre Aout 1947 — ¢ Sans recharge) 


fiteu rtrite, 


De plus, des examens microscopiques. fréquents permettent 
d’étudier la morphologie des bactéries qui interviennent dans le 
processus. Cette étude est indispensable pour contrdler a la fois 
l’évolution des espéces et la marche de l’oxydation de l’ammoniac. 
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Toutes ces réactions et leurs variations sont consignées sous 
forme de graphiques, dont quelques-uns sont joints au présent 
travail. 

2° Les opérations sutvantes 

Mesure du pH. 

Indice de putrescibilité au bleu de méthyléne. 

Oxydabilité en trois minutes avant et apres sept jours d’incu- 
bation a 30°. 

Recherche de la D.B.O. (5) a cing jours. 

Dosage de l’azote ammoniacal. 

Dosage de l’azote nilreux. 

Dosage de l’azote nitrique. 
ont été effectuées, depuis novembre 1947, sur les deux effluents. 
Le pH de l’eau potable alimentant les chasses des W.-C. est 
parfois déterminé comme terme comparatif. 

Le tableau résumant ces opérations est également joint. 
(V. p. 243.) 

CONCLUSION. 


Nos études, qui portent actuellement sur deux années, per- 
meltent : 

a) D’affirmer la présence de nitrificateurs (nitroso et nitro) 
non seulement dans le filtre, mais déja dans le dernier compar- 
timent de la fosse. [Cette constatation est & rapprocher de l’affir- 
mation de K. Imhoff : « Des fosses sepliques élablies a raison de 
plus de 600 litres par habitant peuvent figurer au rang d’installa- 
lions d’épuration biologique »| (6) ; 

b) D’établir que la période oti le processus présente un maxi- 
mum d’activilé se situe entre les mois de mai et d’aoudt [fig. III et 
fig. IV] (observation qui concorde parfailement avec les résultats 
antérieurs oblenus par d’autres chercheurs) ; 

c) De constater que presque toutes les formes de nitrificateurs 
(nilroso et nitro) existent dans les milieux étudiés et plus particu- 
liérement, les formes Iystiques et phytogléiques 

Nitrosocystis, Nitrosogloées-Nitrocystis et Nitrogloées. 

Ce caractére morphologique avait déja été observé par Héléene 
Winogradsky, en 1937 (7). Nos données confirment qu’il existe une 
flore nitrificatrice physiologiquement adaptée a un milieu, rendu 
défavorable par la présence de matiéres organiques — toxiques 
pour les espéces — et qu’elle est protégée contre l’effet nuisible de 
ces substances par ses enveloppes glaireuses. 


(5) D. B.O. = Demande biochimique d’oxygéne. 
(6) K. Imnorr, Manuel de l’Assainissement urbain, traduit et annoté 
par P. Kock (Dunod, 1947). 


(7) Héléne Winocrapskt, ces Annales, 1937, 58, 326. 
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L’examen du tableau des résultats d’épuration permet les 
diverses remarques suivantes. (Voir tableau p. 243.) 

La mesure du pH montre que leffluent de la fosse est rarement 
acide et que celui du filtre est nettement alcalin. 

L’épreuve du bleu de méthyléne révéle un effluent final impu- 
trescible. 

L’oxydabilité au permanganate en trois minutes avant et apres 
incubation pendant sept jours 4 30° montre que la variation est 
insignifiante pour |’effluent final. 

Les valeurs de la D. B. O. (demande biochimique d’oxygéne) 
indiquent l’efficacité d’un filtre d’épaisseur réduite (0,45 mm. de 
machefer). L’épuration obtenue est trés supérieure a ce que 
demande le Conseil Supérieur d’Hygiéne (D. B. O. variant de 5 
a 25 contre 40 demande). 

L’azote ammoniacal marque une nette diminution entre 
effluent de la fosse et celui du filtre. 

Par contre, l’azote nitrique est en augmentation trés sensible. 

L’azote nitreux, stade intermédiaire instable, ne peut étre pris 
en considération. 

Les résultats des réactions faites sur les effluents des mois de 
janvier et février permettent de supposer que la nitrification se 
poursuit activement, méme lorsque les effluents sont gardés 
longtemps A la glaciére. (Voir prélévements des mois de décembre, 
janvier et février sur le tableau.) 


La suite de cette étude fera Vobjet de communications 
ultérieures, 


FORMES HYPERACTIVES HYDROLABILES 
DU PARAAMINOSALICYLATE DE SODIUM 
ET SUBSTANCES PROTECTRICES DE CES FORMES 


par J. SOLOMIDES et E. BOURLAND (*). 


(Institut Pasteur, Laboratoires de Recherches 
sur la Tuberculose et Laboratoire de Chimie microbienne.) 


Au cours de nos recherches sur le paraaminosalicylate de 
sodium, nous nous sommes apercus que l’activité antituberculeuse 
de ce puissant antibiotique variait considérablement avec les 
conditions expérimentales et, en particulier, avec ]a concentration 
en paraaminosalicylate (P.A.S.) des solutions titrées. Ce sont ces 
recherches que nous nous proposons d’exposer dans ce premier 
travail. 

Nous avons effectué nos titrages en milieu de Sauton addi- 
tionné de sérum de cheval 4 1/30 suivant une technique que nous 
rapportons dans une autre note ici méme. Contentons-nous de 
préciser que les ensemencements ont élé faits avec 0,01 mg. de 
bacilles tuberculeux humains (deux souches virulentes) et les 
résultats enregistrés aprés quatorze jours d’étuve et passons tout 
de suite aux résultats obtenus par ce procédé : 


CONCENTRATION Aen 
on P.A.S. tuberculostatique 
des solutions titrées Be q 
LPN AG fo oe Oe ois Seu Wb peas ae Dee ew Oe City eer Re 40. —7 
WENGE Go? Bh A ee oe Ree 40-7 
ee ns ee 5.40 —7 
“HERD, kesteec ade daly yaa ie la aa tl Ta ee her al ae Ae 40-8 
i) pea A ek es ee Kd Ba 2,5.10—9 
Wists Bits Un on ote aan A Os eats beerencek: Pte 1s toe) Cee ee eT eee ee 3A 0a? 


Ces expériences ont été effectuées avec deux échantillons fabri- 
qués en France, l’un au laboratoire par l’un de nous, |’autre sur 
une échelle industrielle et avec un échantillon américain. 

Dés ces premiéres expériences, il nous est apparu nettement 
que le P.A.S. peu hydraté (en solution concentrée) est beaucoup 
plus tuberculostatique que Je P.A.S. considérablement hydraté 


(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 février 1949. 
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(solutions peu concentrées). A leur tour, les solutions concen- 
trées de P.A.S. (& 1/3 ou 1/5) diluées dans l’eau distillée ou leau 
physiologique (a 1/300 ou 1/500), avant d’étre titrées en milieu de 
Sauton additionné de sérum, voient leur taux tuberculostatique 
ramené de 3.10—* 4 10—°. 

Il était done évident qu’il existe des formes de P.A.S. peu 
hydratées et hydrolabiles, beaucoup. plus puissamment  tuber- 
culostatiques que les formes trés hydratées de la méme substance, 
et le probléme s’est posé de rendre ces formes hydrostables. Etant 
donné que pour titrer les formes hydrolabiles (P. A. S. en solution 
concentrée) on procéde a des dilutions sériées en milieu de Sauton 
additionné de sérum, nous avons pensé qu'il existait soit dans le 
sérum, soit dans le milieu de Sauton, soit dans les deux 4 la fois, 
un principe au moins qui protége ces formes hydrolabiles contre 
les effets d’un excés d’eau aux hautes dilutions atteintes pendant 
ces titrages (8.10—° de P.A.S.). 

A partir de solutions concentrées de P.A.S. (a 1/8 ou a 1/5) 
nous avons effectué des dilutions, d’une part, dans le sérum de 
cheval et, d’autre part, dans le milieu de Sauton, puis procédé 
au titrage de ces solutions. On obtient, dans ces conditions, le 
méme taux tuberculostatique que pour les solutions concentrées 
(a- 173 ons. ajo 3, 10 

Ces expériences montrent done qu’aussi bien dans le sérum que 
dans le milieu de Sauton, il existe au moins une substance pro- 
tectrice des formes hydrolabiles du P.A.S. D’autres titrages de 
solutions concentrées de P.A.S. (a 1/8) dans l’eau, dans le sérum 
et dans le milieu de Sauton ont donné le méme résultat (3.10—°). 

L’action protectrice du milieu de Sauton pour les formes hydro- 
labiles du P.A.S. a tout particuliérement retenu notre attention, 
car le milieu de Sauton étant un milieu synthétique bien connu, 
il devenait relativement facile d’isoler le principe actif respon- 
sable de cette action. A cet effet, nous avons dilué, comme précé- 
demment, une solution concentrée de P.A.S (1/5) dans leau 
contenant, 4 des taux voisins ou légérement supérieurs a ceux 
du milieu de Sauton, un des constituants de ce milieu de culture. 
Nous avons commencé par essayer les conditions organiques de 
ce milieu et, en particulier, |’asparagine et le citrate de fer ammo- 
niacal. Voici les résultats obtenus : 


CONCENTRATION TAUX 
en tuberculostatique 
1/5 hearis Tea ee ke eo a ee ter te 2.8.10 
4/500 dans l'eau contenant 1/100 d’asparagine... . . . 50 = 
1/500 dans l'eau contenant 1/500 d’asparagine et 1/1.000 
de citrate de fer ammoniacal.....,........ 2,5.40—9 


1/500 dans l'eau contenant 1/4.000 de citrate de fer 
AMMODECAl Te Fos. gush shea d een ee eee Ve 2,5.40— 9 
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Comme on le voit, l’asparagine s’est montrée sans action pro- 
tectrice pour l’activité tuberculostatique des formes hydrolabiles 
du P.A.S. (solution-mére 4 1/5) alors que le citrate de fer ammo- 
niacal s’est montré particuliérement actif, ce qui nous a amenés 
a nous demander si ce n’est pas l’acide citrique qui joue le réle 
prépondérant dans cette action. A cet effet, une solution concen- 
trée de P.A.S. est diluée dans l’eau contenant 1/1.000 de citrate 
de fer ammoniacal, d’une part, dans l’eau contenant 1/1.000 de 
citrate de sodium, d’autre part, puis titrée en méme temps que 
les solutions filles auxquelles elle a donné naissance, dans les 
mémes conditions que précédemment. On constate ainsi que toutes 
les solutions de P.A.S., les solutions concentrées a 1/5 de P.A.S., 
ainsi que les solutions citratées contenant 1/1.000 de P.A.S., 
donnent le méme taux tuberculostatique, a savoir : 3.10—°. 

Comme on le voit, l’action protectrice de l’acide citrique est 
considérable. Il suffit de trés faibles concentrations de cet acide 
(1/100 a 1/1.000) pour protéger entiérement les formes hydro- 
labiles de P.A.S. et permettre ainsi d’obtenir les formes hyper- 
actives de cet antibiotique 4 des concentrations faibles et facile- 
ment injectables. 


Discussion. — Les résultats de nos expériences semblent, 4 
premiére vue, surprenants et difficiles 4 comprendre et a inter- 
préter. Cependant, ils rappellent, dans un autre domaine, les 
expériences de l’un de nous avec la glycérine [4]. D’aprés ces 
recherches, la toxicité de la glycérine pour les cellules animales 
et, en particulier, pour les globules rouges est fonction de sa 
teneur en eau. Extrémement toxique 4 |’état pur pour le lapin 
dont elle occasionne la mort en quelques jours 4 des doses rela- 
tivement faibles (1,25 g. par kilogramme de poids vif et par voie 
intraveineuse), elle perd 4 peu prés toute toxicité par dilution 
dans l’eau. Cependant, comme le P.A.S. vis-a-vis du_bacille 
tuberculeux, la glycérine diluée dans le sérum conserve toute sa 
toxicité pour le lapin et tout son pouvoir hémolytique pour les 
globules rouges du lapin ou du mouton. Or, on admet que les 
molécules de la glycérine, comme celles de tous les alcools, ont 
tendance a s’associer ou se polymériser (grace a leur fonction 
oxhydryle) et a se dépolymériser dans l’eau ; ceci nous a amenés 
a admettre que la grande toxicité de la glycérine non hydratée 
était due a sa molécule polymérisée qui pouvait, de ce fait, 
s’associer les protéines sériques pour former des complexes 
toxiques pour les cellules animales. 

Retenons done qu’au point de vue physiologique les deux phé- 
nomeénes, perte de toxicité pour les cellules animales de la gly- 
cérine fortement hydratée et perte relative de toxicité pour les 
cellules bacillaires du P.A.S. fortement hydraté, présentent une 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 76, n° 3, 1949. AT 
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certaine analogie ou ressemblance. Cette analogie devient encore 
plus frappante si l’on tient compte du fait que le P.A.S. présente 
aussi dans sa molécule un groupement oxhydryle et si l’on admet 
avec R. Lefaux [2] que les molécules de tous les corps oxhydrylés 
peuvent s’associer par des liaisons hydrogéne pour former des 
polyméres suivant la formule : 


R R R R 


Rie SH) | 
HO HO HO—H—O 


L’importance de la fonction phénol du P.A.S. dans Ja forma- 
tion des formes hydrolabiles de ce corps ressort aussi de |’étude 
de l’acide paraaminobenzoique qui se différencie du P.A.S. par 
la seule absence de la fonction phénol. Or, cet antibiotique dont 
lun de nous [8] a eu loceasion d’étudier les propriétés bacté- 
riostatiques et tuberculostatiques, ne présente aucune variation 
de son activité antituberculeuse en fonction de sa concentration 
dans T’eau. L’absence de groupement oxhydryle entraine donc 
pour lacide paraaminobenzoique l’absence de formes hyper- 
actives hydrolabiles analogues a celles du P.A.S. 

Ainsi il existe un certain nombre d’arguments sérieux qui 
militent en faveur de ’hypothése suivante que nous avons admise 
a titre d’hypothése de travail : le P. A. S. posséde des formes molé- 
culaires associées (polymérisées) et hydrolabiles ; ces formes pour- 
raient s’associer avec d’autres substances organiques pour devenir 
hydrostables. 

Premiere conséquence de cette hypothése, nous avons cherché 
et trouvé que Vacide citrique peut stabiliser les formes hydro- 
lables du P.A.S. Conformément a notre hypothése Jl’acide 
citrique formerait avee les formes hydrolabiles du P.A.S. des 
complexes hydrostables. Sans formuler d’autres hypothéses 
quant au mode de formation de ces complexes, constatons que 
l’acide citrique posséde aussi un groupement oxhydryle, celui de 
sa fonction alcool tertiaire. Des recherches en cours nous mon- 
treront bientot dans quelle mesure l’hypothése que nous avons 
formulée et qui nous a servi de guide dans ces recherches est 
exacte. 


CoNCLUSIONS ET RESUME. — Nos expériences montrent que les 
solutions concentrées de P.A.S. sont douées de propriétés tuber- 
culostatiques trois cents fois plus puissantes que les solutions 
aqueuses diluées du méme corps. 

Dans les conditions de nos expériences, les solutions concen- 
trées de P.A.S. titrées en milieu de Sauton additionné de 1/30 
de sérum de cheval inhibent le développement du bacille tuber- 
culeux & des dilutions 3.10%, 
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Les solutions concentrées de P.A.S. contenant les formes 
hyperactives et hydrolabiles de cet antibiotique, diluées dans 
eau contenant 10—* a4 10—* de citrate de fer ammoniacal ou 
de citrate de sodium, puis titrées en milieu de Sauton dans les 
mémes conditions que précédemment gardent leur pouvoir tuber- 
culostatique intact. L’acide citrique protége donc les formes 
hydrolabiles du P.A.S. contre les effets d’un excés d’eau. Cette 
action protectrice s’exerce aussi par le sérum de cheval et par 
le milieu de Sauton qui contient d’ailleurs de l’acide citrique et 
du citrate de fer ammoniacal. 

Nous avons suggéré a titre d’hypothése de travail que l’activité 
antituberculeuse accrue du P.A.S. en solution aqueuse concen- 
trée pourrait étre due a la polymérisation des molécules oxhy- 
drylées du P.A.S., polymérisation qui disparaitrait en présence 
d’un excés d’eau, A moins que l’eau ne contienne du citrate. Dans 
le méme ordre d’idées, |’action protectrice de l’acide citrique servit 
due 4 la formation de complexes entre ce corps et les formes 
hydrolabiles du P.A.S. 
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SUR LE MECANISME 
DE L’ACTION DE LA STREPTOMYCINE 


1. — ACTION DE LA STREPTOMYCINE SUR LES BACTERIES 


par Rocrer LINZ. 


(Laboratoire de Bactériologie de l'Université Libre de Bruzelles 
et Laboratoire de Biologie Clinique 
de l' Hépital Universitaire Saint-Pierre, Bruxelles.) 


On connait peu de chose sur le mécanisme de laction anti- 
bactérienne de la streptomycine (1). 

Comment la streptomycine influence-t-elle les germes_ sen- 
sibles ? Se fixe-t-elle sur eux? Quelle est la rapidité de son 
action ? Celle-ci est-elle réversible ? Est-elle influencée par la 
température ? Pour quels motifs les inhibiteurs l’entravent-ils ? 

C’est a ces questions que doivent répondre les expériences du 
présent mémoire. Elles portent done sur l’action de la strepto- 
mycine sur les bactéries. Des mémoires prochains examineront, au 
contraire, l’action des bactéries sur la streptomycine et la résis- 
tance qu’elles peuvent acquérir. 


I. — TECHNIQUES. 


a) Bactiriges sensipLes. — Les bactéries utilisées sont Pseudo- 
monas xruginosa, souche R, et Staphylococcus aureus, souche 
d’Oxford, sensibles en bouillon a 0,2-0,5 ou 1 y de streptomycine 
par centimetre cube, et des Klebsiella pneumonia, souches Fried- 
lander 3 et Klebsiella 41 (2), sensibles en milieu de May, Voureka 
et Fleming a 0,001 a 0,010 y par centimetre cube (environ 
50.000 bactéries par centimetre cube). 


b) Mitieux pe cuLtrure. — ‘Les milieux solides, gélosés, 
conviennent moins que les milieux liquides pour titrer de faibles 
concentrations de streptomycine ; ainsi, Ps. wruginosa R n'est 
sensible sur gélose, qu’a 50-100 y par centimétre cube. La gélose 


(1) Pour une revue de la littérature (voir Linz, 1948 °). 


(2) Obligeamment envoyées par Sir Alexander Fleming et ses collabo- 
rateurs que je tiens a remercier. 
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exerce-t-elle un effet antagoniste sur la streptomycine, ou retarde- 
t-elle sa diffusion ? La premiére hypothése parait la plus probable. 
En effet, les glucides, qui inhibent la streptomycine si on 
additionne le bouillon d’extrait de levure (Price et al., 1947), 
VYinhibent également si celui-ci est remplacé par de la gélose 
(Linz, 1948°). 

C’est pourquoi seuls les milieux liquides ont été utilisés dans 
les présentes expériences : selon le cas, du bouillon de viande 
peptoné ou du milieu au sérum-glucose-rouge de phénol (milieu 
S. G. R.) de May, Voureka et Fleming (1947). 


c) TITRAGE DE LA STREPTOMYCINE. — La streptomycine d’un flacon 
du commerce est dissoute dans le milieu de culture et introduite 
dans des tubes en quantités décroissantes sous un volume constant 
de 1 cm*; dans chaque tube, la concentration est la moitié de 
celle du tube précédent. On introduit les bactéries ensuite. 

Il est important de préciser la concentration des bactéries 
(Waksman, 1947; Linz, 1947), puisque la concentration de 
streptomycine nécessaire pour l’inhibition est d’autant plus forte 
que la concentration bactérienne est plus élevée. Les ensemen- 
cements ont été standardisés comme il a été décrit ailleurs 
(Linz, 1948°). Lorsque la dilution des bactéries est suffisante, la 
concentration de streptomycine bactériostatique ne varie plus sen- 
siblement (ibidem). Cette dilution correspond a 0,05 cm* de sus- 
pension III (soit environ 5 x 10* germes) de Ps. xruginosa R ou de 
Staph. aureus Oxford pour 1 cm* de milieu. 

Dans les présentes expériences, seule la concentration bactério- 
statique (C. B.) de la streptomycine et non la concentration bacté- 
ricide est déterminée ; elle est définie comme la concentration la 
plus faible qui empéche toute croissance bactérienne en dix-huit a 
vingt-quatre heures 4 387°. Elle est particuli¢rement aisée a 
mesurer en bouillon si l’on utilise Ps. zruginosa R (ibidem). Dans 
chaque expérience, elle est mesurée 4 nouveau en raison des varia- 
tions possibles de la sensibilité du germe, du milieu de 
culture, etc... 


II. — FrxaTIOoN DE LA SREPTOMYCINE SUR LES BACTERIES. 


L’action de la streptomycine reste mystérieuse si l’on admet, 
avec Waksman et Schatz (1945) qu’elle n’est pas adsorbée sur les 
bactéries sensibles. I] est vrai que, si on mélange des bactéries et 
de la streptomycine en bouillon, et si, on centrifuge apres culture, 
la quantité de streptomycine semble restée intacte. Mais, en 
réalité, aucune méthode actuelle ne permet de doser un antibiotique 
avec une erreur moindre que 8 4 10 p. 100 (Foster, 1942) ; si la 
quantité adsorbée ou, pour utiliser un terme plus général, fixée, 
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par les bactéries, représente moins que 8 4 10 p. 100, on ne pourra 
done constater de différence. 

Il fallait procéder d’une autre fagon et chercher 4 mettre en 
évidence la streptomycine, non pas dans le liquide surnageant, 
mais‘dans le culot microbien. Le premier moyen que j’ai envisagé, 
fut de solubiliser ce culot. C’est pourquoi les essais de fixation 
furent faits sur Micrococcus lysodeikticus Fleming, aisément lysé 
par le lysozyme (Fleming, 1922). 

Mais il n’était pas possible de filtrer les lysats pour les stériliser 
(on sait qu’il y reste toujours quelques bactéries vivantes). En 
effet, alors que la streptomycine des cultures de Streptomyces 
griseus passe a travers les filtres bactériologiques, les solutions du 
produit purifié sont parfois inactivées (Waksman et Schatz, 1915 ; 
Linz, 1948). Heureusement, M. lysodeikticus, méme a concentration 
massive, ne fait pas virer et coaguler le milieu S.G.R.; sa 
présence, non plus que celle du blanc d’ceuf dilué, utilisé comme 
source de lysozyme, ne génent la croissance des Klebsiella pneu- 
moniz et ne modifient leur sensibilité a la streptomycine dans ce 
milieu. Voici comment, en conséquence, une expérience type fut 
conduite (3). Une suspension épaisse en bouillon de M. lysodetk- 
ticus est traitée par la streptomycine (1.000 y par centimétre cube) 
a 37° ; on centrifuge et lave en bouillon jusqu’a ce que les liquides 
surnageants soient dépourvus de streptomycine (c’est-a-dire qu’in- 
troduits dans du milieu S. G. R., ils n’inhibent pas la croissance 
des K. pneumonizx sensibles 4 0,001-0,010 y par centimétre cube). 
Les corps microbiens sont mis en suspension dans de |’eau salée 
(NaCl 0,9 p. 100); non lysés, ils sont sans influence sur la 
croissance des pneumobacilles en milieu S. G. R., mais ils sont 
inhibiteurs si on les a lysés. Des témoins montrent que M. lyso- 
deikticus non traité par la streptomycine, lysé ou non lysé, n’inhibe 
pas la croissance des pneumobacilles dans ces conditions. 

Done, M. lysodeikticus avait fixé de la streptomycine, et on peut 
libérer celle-ci par le lysozyme. 

On peut également libérer la streptomycine en chauffant les 
germes traités trente minutes 4 56° ou A 64° (a noter que M. lyso- 
deikticus est tué seulement 4 60-62°), mais un chauffage de trente 
minutes 4 37° ne suffit pas a la libérer. Le chauffage libére la strep- 
tomycine fixée par des microbes autres que M. lysodeilticus et 
insensibles au lysozyme, tels que Ps. xruginosa R et Staph. aureus 
Oxford. 

La substance récupérée dans ces expériences est bien de la 
streptomycine. En effet, contrairement a la substance spéciale 
présente dans le L.T.D. qui a été décrite ailleurs (Linz, 1948°) : 
1° elle est active non seulement sur Friedldnder 3, mais encore sur 


(3) Pour les détails (voir Linz, 1948 >). 


7S Sone 
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Klebsiella 41 et Staph. aureus ; 2° elle résiste au chauffage a 56° 
ou 64° ; 3° on la récupére de microbes autres que M. lysodeikticus, 
traités par la streptomycine. 

Les bactéries ne fixent qu’une faible proportion de la strepto- 
mycine ; par exemple, la masse énorme de 400 mg. de M. lyso- 
deikticus (poids humide), traitée par 2.000 y de streptomycine 
(1.000 y par centimétre cube), n’en fixe que 0,1 A 0,5 p. 100. 
Méme si on ne la libére pas toute, la quantité fixée ne doit pas 
étre grande. 

Pourquoi cette quantité est-elle si faible ? Il ne se forme pas au 
cours de la réaction bactéries-streptomycine, de propriétés qui 
empécheraient la fixation de progresser. Aprés un contact de 
quatre ou vingt-quatre heures a 37° de M. lysodeikticus (250 mg. 
par centimétre cube) avec la streptomycine (1.000 y par centimétre 
cube), on centrifuge ; on réserve le culot microbien (A). Dans le 
liquide surnageant, on émulsionne une nouvelle quantité de 
M. lysodeikticus (250 mg. par centimétre cube) et on abandonne 
quatre heures 4 37°. On centrifuge de nouveau, et on recueille le 
culot microbien (B). Les bactéries de A et B, lavées, contiennent 
exactement la méme proportion de streptomycine. Une partie des 
microbes de A, non lavés, immergés 4 nouveau dans une solution 
de streptomycine plus concentrée (10.000 y par centimétre cube), 
se chargent d’une quantité supplémentaire de streptomycine, et en 
contiennent alors autant que des microbes neufs, traités directe- 
ment par cette concentration forte. 

La fixation n’est pas complétement irréversible. En effet, des 
bactéries ayant fixé 0,3 a 0,4 » de streptomycine par 100 mg., 
mises en suspension dans de la solution physiologique et 
conservées a la glaciére, Jaissent diffuser de la streptomycine 
trés lentement : périodiquement, centrifugeons une portion et 
titrons le liquide surnageant ; on ne trouve pas trace de |’anti- 
biotique pendant les dix premiers jours, mais, ensuite, on en 
trouve environ 0,01 y par centimétre cube. [La mise en liberté de 
streptomycine n’est probablement pas due a de l’autolyse : elle 
est aussi forte avec des germes qui ne présentent pas de lyse 
appréciable (Ps. xruginosa R). C’est grace a la lenteur de cette 
diffusion que l’action bactériostatique de la streptomycine fixée 
n’est pas réversible. 

Les bactéries tuées conservent les propriétés fixatrices. 

Des microbes devenus résistants en sont-ils dépourvus ? Un 
variant de Ps. xruginosa R résistant, en dilution III, a 25.000 + 
de streptomycine par centimétre cube, est soumis au méme trai- 
tement que le variant sensible ci-dessus ; chauffé a 57°, il libére 
de la streptomycine. La résistance n’est donc pas due a une alté- 
ration des propriétés fixatrices. 

La fixation de la streptomycine sur les bactéries sensibles est- 
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elle néanmoins nécessaire a son action? Cette question sera 
discutée plus loin. Pour le moment, examinons les conditions de 
cette fixation. 

Mélangeons une suspension de M. lysodeikticus avec de la 
streptomycine (1.000 » par centimétre cube), portons 4 37°, pré- 
levons des portions aprés des temps variables, et titrons dans 
chacune combien de streptomycine s’est fixée sur les microbes. 
A 1 heure, la fixation est nulle; & 2 heures, elle débute; a 
4 heures, elle atteint son maximum. Si la fixation est indispen- 
sable a l’action de la streptomycine, on peut prévoir que si, apres 
un temps de contact suffisant, on retire l’excés de |]’antibiotique 
du milieu de culture, ou bien si on le dilue suffisamment pour le 
rendre inefficace, l’effet bactériostatique doit persister. C’est ce 
que l’expérience confirme, ainsi qu’on le lira plus loin. 

Traitons des suspensions identiques de M. lysodeilkticus par de 
la streptomycine a des concentrations variables pendant quatre 
heures. On trouve que 100 mg. de bactéries (poids humide) ont 
fixé : 


Environ 15 y de streptomycine lorsque le mé- 


LANSELCONLONAI a acne a eon eee 40.000 y par eentimétre cube. 
Environ 1 y de streptomycine lorsque le mélange 

contonaitee tae Ws cms a oh SER A 4.000 .y par centimétre cube. 
Pas de streptomycine décelable lorsque le mé- 

langeycontenait:: -o tuck, cage use tyiy ciueins Bente 100 y par centimétre cube. 


Ainsi done, la « concentration intra-bactérienne » (4) de strep- 
tomycine est d’autant plus élevée qu’on a utilisé une concen- 
tration plus forte de l’antibiotique. 

Si, au contraire, on traite pendant quatre heures A 87° des 
masses variables de M. lysodeikticus par de la streptomycine en 
concentration constante (1.000 y par centimétre cube), la 
« concentration intra-bactérienne » est la méme, quelle que soit 
la masse des microbes utilisée. Seule varie la quantité totale 
fixée ; elle est proportionnelle a la masse des bactéries. 

La technique de la fixation permet d’étudier l’action des 
inhibiteurs de la streptomycine. On les introduit dans le mélange 
de M. lysodeikticus et de |’antibiotique, et on cherche si celui-ci 
a été fixé. L’influence des sels, de l’acidité et de l’alealinité, de la 
cystéine a été ainsi examinée dans des expériences détaillées 
ailleurs (Linz, 1948°). Elles montrent que : 

1° Le chlorure sodique, en solution concentrée (15 p. 100), 
empéche la fixation de la streptomycine ; en concentration phy- 


(4) Nous appelons « concentration intra-bactérienne » la quantité de 


streptomycine (en microgrammes) fixée par unité de poids (par exemple 
100 mg., poids humide) de bactéries,. 
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siologique (0,9 p. 100), il la favorise ; en eau distillée, une fixa- 
tion a lieu, mais elle est lache. Le sel agit sur la fixation, et ne 
modifie pas définitivement la cellule bactérienne. Si de la strepto- 
mycine a été fixée, un excés de sel la sépare des bactéries (5). 
2° Une réaction acide n’empéche pas la fixation de la strep- 
tomycine ; une réaction alcaline (pH 9 a 10) la favorise. 

3° La cystéine, comme le sel, empéche la fixation. 

Le sel et la cystéine inhibent donc l’action bactériostatique 
parce qu’ils empéchent la streptomycine de se fixer, mais proba- 
blement par un mécanisme différent: le sel, grace a sa disso- 
ciation ionique (Linz, 1948°), la cystéine, parce qu’elle réagit 
avec la streptomycine, la réduit et la prive peut-étre en méme 
temps de son pouvoir de réagir avec les bactéries (Cavallito et 
al., 1945 ; Simon, 1948). Quant aux acides, ils n’empéchent pas 
la fixation et doivent intervenir dans un stade ultérieur de l’action 
bactériostatique. Or voit ainsi que cette action comprend deux 
phases distinctes. 

On sait que, selon Waksman et Schatz (1945), les acides 
entravent l’action de la streptomycine parce qu’ils la transforment 
plus complétement en sels, et que les sels pénétrent moins faci- 
lement que la base libre dans les cellules ; et que, selon Abraham 
et Duthie (1946), les ions H+ sont en compétition avec les cations 
streptomycine pour des groupements polaires de la surface bac- 
térienne. Les deux opinions admettent donc, implicitement, que 
les ions H+ génent la fixation sur les cellules. Or, les expériences 
mentionnées montrent qu’ils ne la génent pas. 

La streptomycine agglutine les bactéries. Si, dans une suspen- 
sion concentrée de Ps. xruginosa R, chauffée trente minutes a 
57°, on introduit assez de streptomycine pour réaliser des 
concentrations de 5.000 4 50.000 y par centimétre cube, on 
voit se former de gros flocons irréguliers. L’agglutination est 
d’autant plus rapide et les flocons d’autant plus gros que la strep- 
tomycine est plus concentrée : immédiate pour 50 mg. par centi- 
métre cube, aprés quelques heures 4 37° pour 5 mg. par centimétre 
cube. Elle est plus lente et plus faible lorsqu’au lieu de suspensions 
chauffées, on utilise des suspensions vivantes de Ps. zruginosa R. 
On obtient des agglutinations moins fortes avec M. lysodetkticus, 
Staph. aureus Oxford ou une souche de Esch. coli, variante 
smooth. Aprés l’agglutination,’ le liquide centrifugé surnageant 
n’a pas perdu sensiblement de ses propriétés bactériostatiques ni 
agglutinantes. 


(5) Peut-étre faut-il rapprocher de ce fait les observations de 
Cohen (1947) et de Donovick et al. (1948) : le précipité formé par le 
mélange de streptomycine et d’acide désoxyribonucléique se dissocie par 


addition de sels. 
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Ill. — ImREVERSIBILITE ET RAPIDITE DE: L’ ACTION 
DE LA STREPTOMYCINE. 


Si la fixation de la streptomycine sur les bactéries sensibles 
constitue un premier temps indispensable & son action bactério- 
statique, il faut prévoir que, lorsque la quantité fixée est devenue 
optimale, l’action bactériostatique persiste, méme si on enléve 
Vexcés de streptomycine non fixée. C’est ce que l’expérience 
confirme (Linz, 1948). En pratique, il est impossible de retirer 
spécifiquement la streptomycine du mélange (bouillon nutritif 
+ bactéries +streptomycine), mais on peut diluer ce mélange assez 
pour que la concentration de l’antibiotique devienne inférieure a 
la concentration bactériostatique (C. B.). Voici comment l’expé- 
rience a été exécutée. 

Dans une série de tubes de bouillon de 7 cm’, on introduit de 
la streptomycine 4 raison de 4,0, 3,5, 3,0, 2,5, 2,0, 1,5, 1,0, 0,9, 
0,8, 0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 0,8, 0,2, 0,1 y; un dix-septiéme tube 
témoin recoit 1 em’ de bouillon pur. Les 17 tubes sont ense- 
mencés d’un petit nombre de Ps. xruginosa R sensibles. On 
prépare 5 autres séries de tubes de 1 cm, identiques et ense- 
mencés de méme, mais dans chaque tube on ajoute, soit aussit6t 
apres |’ensemencement, soit aprés deux, quatre, huit ou vingt- 
quatre heures 4 37°, 4 cm* de bouillon. On réduit ainsi au 
1/5 les concentrations de streptomycine. Dans une septiéme série 
témoin, les tubes contiennent 5 cm® de bouillon et cing fois plus 
de streptomycine, de sorte que les concentrations soient égales a 
celles de la premiére série ; ils sont ensemencés au moyen du 
méme nombre de bactéries ; on n’ajoute pas de bouillon dans la 
suite. La premiére et la septiéme série, sans dilution ultérieure, 
servent a déterminer la C. B. ; celle-ci est de 0,5 » par centimétre 
cube. 

Si leffet bactériostatique n’est obtenu que par la présence 
constante de streptomycine en concentration suffisante, il est 
clair que la multiplication microbienne doit reprendre dans tout 
tube ne contenant pas avant dilution au moins cinq fois la C. B. 
(déterminée dans la premiére série), soit 2,5 y de streptomycine. 
Or, elle ne reprend que si la dilution a été faite tout de suite. 
Lorsque la dilution a été faite quatre heures, ou davantage, aprés 
la préparation du mélange, elle est sans effet appréciable : la 
croissance reste inhibée. La dilution faite aprés deux heures 
donne souvent des résultats intermédiaires [tableau I] (6). 

On pourrait objecter que les concentrations, avant dilution, 


(6) La méme expérience, réalisée avec Staph. aureus Oxford, est 
moins démonstrative, mais donne des résultats analogues : l’effet bac- 
tériostatique devient irréversible vers la sixiéme heure. 
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TasLeau |. — Streptomycine nécessaire 
pour inhiber le développement de Ps. aeruginosa R. 


SS SESS 


z z 
2 SE ery 
Bariah abc eea, ene 
ee eee 
o 3 e ewan g ae 
one one 
4*¢ série (pas de dilution). ..... 0,5 0,5 0,5 
2° série (dilution tout de suite)... . 3,0 3,0; 0,6 
3° série (dilution aprés 2 heures). . . 1.2 1,5 0,3 
4° série (dilution aprés 4 heures). . . 0,6 0,6 0,42 
5° série (dilution aprés 8 heures). . . 0,6 0,6 0,42 
6° série (dilution aprés 24 heures) . a 0) 4,0 0,2 
7° série (5 cm’, pas de dilution) . . . 2,5 2,5 0,5 


étaient bactéricides, et que les microbes étaient morts au moment 
de la dilution. Mais I goutte prélevée dans le mélange en 
bouillon, juste avant la dilution, et ensemencée sur gélose inclinée, 
a donné naissance a une culture dans tous les cas. Ainsi, ce sont 
bien des titres bactériostatiques qu’on compare entre eux. 

Dans l’expérience précédente, le mélange était fait en bouillon 
et maintenu a 37°. La multiplication éventuelle des bactéries avant 
la dilution restait théoriquement possible. Les résultats sont 
cependant les mémes quand on évite la multiplication en pré- 
parant les mémes mélanges dans de l’eau salée 4 0,9 p. 100 ou 
de l’eau distillée au lieu de bouillon, et en diluant, aprés incu- 
bation a ]’étuve, au moyen de 4 volumes de bouillon nutritif. 

Les résultats sont encore les mémes lorsque les mélanges en 
bouillon ou en eau distillée, sont maintenus, avant dilution, a la 
glaciére 4 + 4° au lieu de l’étuve a 37°. Malgré une différence de 
température de 33°, la rapidité d’action de Ja streptomycine a été 
identique dans les deux cas: son effet est devenu complet et 
irréversible en deux a quatre heures. Les lois de Van’t Hoff qui 
eussent exigé un ralentissement de huit 4 dix fois a 4°, ne 
s’appliquent pas ici. Il y a donc lieu de croire qu’une phase, du 
moins, de ]’action de la streptomycine sur les bactéries n’est pas 
chimique. 

On peut encore mettre en évidence la rapidité et l’irréversibilité 
de l’action bactériostatique en introduisant un inhibiteur, aprés 
des temps variables, dans des mélanges de streptomycine et de 
bactéries sensibles en bouillon a 37°. Utilisons, par exemple, 
du chlorure sodique en concentration telle qu’elle permette encore 
aux microbes de se développer, mais inhibe la streptomycine. Si 
on introduit NaCl a cette concentration (M/2) avant que le mélange 
soit agé de plus de quatre heures, la pullulation des germes 
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reprend; si on Jintroduit plus tard, leffet bactériostatique 
persiste. : 

Dans un article récent, Bailey et Cavallito (1948) relatent des 
expériences semblables ow ils ont utilisé la cystéine au lieu de 
NaCl; ils n’ont pas observé de réversion de l’action de la strep- 
tomycine. Peut-étre ont-ils introduit la cystéine dans un mélange 
déja trop agé. 

Bien qu’il faille plus de streptomycine pour empécher un plus 
grand nombre de bactéries de se multiplier, l’action bactério- 
statique reste tout aussi rapide : elle est irréversible aprés quatre 
heures de contact (tableau IJ). 


Tasigau I]. — Rapidité de l’action de la streptomycine; 
bactéries en concentrations variables. 


C. B. DE STREPTOMYGINE 
CONCENTRATIONS (en y/cm§) DUREE 


de 


de la 
Ps. aeruginosa R 


aprés dilution, i aatiet 
(germes par cm’) sans dilution au-dela de pEsser ce vanes 


la phase de latence 


4 heures. 
4 heures. 
4 heures. 


Remarquons que, théoriquement, il doit suffire, en théra- 
peutique, d’injecter 4 un malade la dose quotidienne de strepto- 
mycine en une ou deux fois; les fortes concentrations réalisées, 
méme si elles se maintiennent peu de temps, peuvent inhiber 
irréversiblement les microbes touchés. Or, des doses quoti- 
diennes réduites injectées en deux fois suffisent effectivement au 
traitement des tuberculeux (Streptomycin Committee, 1948). Si 
tous les microbes hébergés par lorganisme étaient imprégnés, 
une seule injection qui maintiendrait pendant peu d’heures une 


concentration élevée de streptomycine, devrait guérir les maladies 
bactériennes (7). 


IV. — Discussion. 


D’une part, la streptomycine se fixe sur les bactéries sensibles, 
et cette fixation n’est maximale qu’aprés un temps de latence ; 
d’autre part, aprés un temps de latence du méme ordre de gran- 


(7) G. Rake (communication personnelle) a observé que « leffet thé- 
rapeutique optimal est obtenu plutét par une concentration élevée de 


streptomycine dans le sang, en fldche, que par une concentration pro- 
longée, mais plus faible ». 
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deur, les bactéries sont impressionnées de telle sorte que leur 
croissance est inhibée irréversiblement. L’action bactériostatique 
est liée a la fixation, elle en est une conséquence. En effet, l’irré- 
versibilité de la modification des bactéries ne peut tenir qu’a 
deux causes : ou bien l’antibiotique agit sur les constituants du 
milieu de culture et le rend impropre a la croissance des bac- 
téries ; ou bien il agit sur les constituants des bactéries. Or, la 
streptomycine ne modifie pas les qualités du bouillon de culture : 
une solution en bouillon, bactériostatique, maintenue méme plu- 
sieurs jours 4 37°, permet une croissance normale si on la dilue 
au moyen d’eau. D’ailleurs, la streptomycine impressionne les 
bactéries aussi bien en eau distillée qu’en bouillon. Donec, elle 
agit sur les constituants bactériens ; et ceci, grace a sa fixation 
sur les bactéries. 

La fixation n’est pas spécifique (Waksman et Schatz, 1945; 
Berkman et al., 1947), mais sans la fixation, la streptomycine ne 
pourrait pas agir sur les microbes sensibles. 

La fixation n’est pas immédiate, mais progressive. Tant que la 
concentration intra-bactérienne n’est pas suffisante — période de 
latence — l’inhibition de la multiplication bactérienne reste réver- 
sible. Le niveau bactériostatique est d’autant plus rapidement 
atteint que la streptomycine a été utilisée en concentration plus 
forte ; en effet, en un temps donné (quatre heures), une plus 
grande quantité est fixée lorsque la concentration est plus élevée. 

On doit done distinguer deux phases, au moins, dans I|’action 
de la streptomycine ; la premiére, réversible, correspond a la 
fixation. On peut inhiber spécifiquement l’une ou l’autre des deux 
phases : la premiére, par exemple, par |’addition de sel en 
concentration élevée ; la seconde, par l’addition d’acide. 

Les expériences de Schuler (1947) sur la respiration de bac- 
téries en présence de streptomycine, viennent a l’appui des 
conclusions précédentes. La respiration reste normale pendant un 
certain temps et décroit ensuite; cette phase de latence est 
d’autant plus courte (c’est-a-dire : linhibition de la croissance 
est d’autant plus rapidement atteinte) que la concentration de 
l’antibiotique est plus forte, mais l’inhibition de la respiration, 
dans la phase d’état, en est indépendante (c’est-a-dire : l’action 
bactériostatique, une fois déclenchée, est indépendante de la 
quantité de streptomycine actuellement présente, donc est irré- 
versible). — Notons en passant que la période de latence de nos 
expériences de fixation ne couvre peut-étre pas exactement la 
phase de latence de Schuler. En effet, la concentration intra-bac- 
térienne de streptomycine nécessaire pour géner la multiplication 
est probablement inférieure a celle nécessaire pour géner la res- 
piration, et celle-ci a son tour, est inférieure a celle nécessaire 
pour bloquer toute fonction et tuer la cellule. 
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Une proportion extraordinairement faible (0,1 4 0,5 p. 100) de 
la streptomycine employée se fixe et suffit a déclencher l’effet 
bactériostatique. Deux hypothéses pourraient rendre compte de 
ce fait : 

1° La streptomycine se partage entre les bactéries et la solution 


suivant un coefficient de partage, mee faible (phé- 
streptomycine 
noméne physique). 
2° Elle se combine avec les corps bactériens suivant une 
réaction réversible (phénoméne chimique), du type B+ 5 Q7 
complexe [B S] (ot B= bactéries et S = streptomycine), dont 
la constante de dissociation serait élevée (8). Les complexes 
[B S] peuvent contenir des proportions variables de S : s’il y en 
a peu, la multiplication est retardée ; s’il y en a davantage, l’effet 
bactériostatique persiste un ou plusieurs jours; s'il y en a 
davantage encore, la bactérie est intoxiquée mortellement. 

Les phénoménes physique et chimique coexistent proba- 
blement: fixation de streptomycine d’abord (par dissolution, 
peut-étre, dans la partie périphérique du microbe) ; réaction avec 
la substance microbienne ensuite. Nos expériences plaident, en 
faveur des deux hypothéses. Ainsi : a) Puisque la température ne 
modifie pas la rapidité de Vaction bactériostatique de la strepto- 
mycine, il semble qu’il s’agisse d’un phénoméne physique. b) La 
streptomycine fixée sur les bactéries (complexe B S$) s’en 
dissocie partiellement (S libre) par conservation prolongée dans 
un milieu dépourvu de streptomycine (solution salée physiolo- 
gique). c) La streptomycine peut se trouver en proportions 
variables dans les complexes BS: sa « concentration intra- 
bactérienne » est différente suivant la concentration de strepto- 
mycine ulilisée pour la fixation. d) Enfin, la « concentration intra- 
bactérienne » reste constante si la concentration extra-bactérienne 
de la streptomycine est constante, quelle que soit la quantité de 
bactéries employée : seule varie la quantité totale fixée. 

Des expériences dues a d’autres auteurs (Cavallito et al, 1945 ; 
et Cavallito, 1948), permettent de comprendre que la trés faible 
proportion de streptomycine fixée suffit 4 provoquer l’arrét tem- 
poraire ou définitif de la multiplication. Ces auteurs ont montré 
que la streptomycine est inactivée par des substances organiques 
4 fonction sulfhydryle, telle que la cystéine. Il est probable que 
la fonction S H réduit les groupements actifs de la molécule de 
streptomycine (peut-¢tre le carbonyle du fragment streptose, 
Donovick et Rake, 1946). Mais l’inactivation par la cystéine n’est 
appréciable que si sa concentration est suffisamment élevée, et 


8) Ce n’est qu’d titre d’illustration que cette équation a été écrite ; 
rien ne permet actuellement de poser une véritable équation chimique. 
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compléte seulement si elle est en grand excés (Simon, 1948). Des 
réactions semblables se feraient dans la cellule bactérienne, entre 
Pantibiotique et des substances essentielles porteuses d’un sul- 
fhydryle ; elles ne se feraient que 1a ow la concentration de ces 
derniéres est suffisamment élevée, c’est-a-dire dans des systémes 
enzymatiques (9). 

R&suME. 


La streptomycine se fixe sur les bactéries. La fixation est 
maximum aprés quatre heures, dans nos conditions d’expérience. 
La proportion fixée est faible (0,1 4 0,5 p. 100 de la strepto- 
mycine présente), mais est cependant la cause de l’effet bacté- 
riostatique. 

Les bactéries devenues résistantes a la  streptomycine 
conservent des propriétés fixatrices. 

L’effet bactériostatique s’établit aprés une période de latence. 
Une fois déclenché, il est irréversible. La période de latence est 
aussi courte a 4° qu’a 87°. 

L’action de la streptomycine sur les bactéries sensibles 
comporte deux phases: la premiére correspond 4 la fixation et 
peut étre inhibée par le chlorure sodique en solution concentrée 
ou la cystéine ; la seconde peut étre inhibée par les acides. 

Il est probable que la streptomycine s’introduit dans les bac- 
téries grace 4 une action physique (dissolution dans la matiére 
microbienne ?) et réagit ensuite chimiquement avec leurs cons- 
tituants (réaction réversible). 
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ACTION INHIBITRICE DU SERUM NORMAL 
ET DU SERUM ANTISTAPHYLOCOCCIQUE 
SUR LA LYSE BACTERIOPHAGIQUE 
DU STAPHYLOCOQUE 


par M.-P. BEUMER-JOCHMANS. 


(Unstitult Pasteur de Bruzelles.) 


Gratia et Jaumain montrérent, en 1921, que le sérum de lapin 
neuf inhibe fortement la lyse bactériophagique du staphylocoque. 
De nombreuses souches de staphylocoques poussent agglutinées 
en présence de sérum de lapin, mais la lyse est empéchée, méme 
lorsque la culture n’est pas agglutinée. Ce pouvoir inhibiteur 
du sérum normal de lapin résiste au chauffage 4 70°. Reprenant 
létude de ce phénoméne, Mutsaars (1932) a montré que le sérum 
normal de lapin agit sur la lyse du staphylocoque doré, mais non 
sur celle du staphylocoque blanc. Le sérum n’exerce aucune 
action neutralisante directe sur le phage, il retarde sa fixation 
sur le germe sensible ; la multiplication du phage est ralentie 
également, mais est néanmoins compléte bien avant que la lyse 
se soit opérée. D’aprés cet auteur, la substance inhibitrice se 
retrouverait dans la fraction albuminique du sérum. 

Comme on sait, d’autre part, depuis Da Costa Cruz, que la 
lyse bactériophagique peut étre inhibée par l’immunsérum spéci- 
fiquement actif contre le germe sensible et que, privé de ses 
ageglutinines par contact avec les germes homologues, ce sérum 
perd son pouvoir protecteur, il nous a paru intéressant de 
rechercher si l’action du sérum de lapin neuf sur la lyse bacté- 
riophagique du staphylocoque est due a des anticorps anti- 
staphylococciques normaux. 


TrcuniguE. — Nous avons utilisé : 1° 24 souches de staphylocoques 
dorés, D1 & D23 et JB, isolées de pus d’abcés ou de furoncles, qui 
toutes, sauf-la souche D3, possédent des caractéres de virulence (fer- 
mentation de la mannite et production de coagulase) ; 2° 2 sou- 
ches de staphylocoques blancs : l’une (B83), isolée d’une folliculite, 
fermente la mannite et produit de la coagulase, l’autre (PCC), isolée 
du cuir.chevelu, est dépourvue de ces caractéres ; et 3° 3 souches 
de collection, dont deux, les souches Twort et EW, sont avirulentes 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 76, n° 3, 1949. 18 


264 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


tandis que la troisiéme, S3K, fermente la mannile et produit un peu 
de coagulase. 

Les bactériophages utilisés sont : 1° le phage H actif sur tous les 
staphylocoques que nous yenons de citer ; 2° les phages S8K et EW 
qui n’ont été utilisés que sur quelques staphylocoques (les staphylo- 
coques S3K, EW, JB, PCC, D3) et le phage Twort utilisé sur le staphy- 
locoque Twort uniquement (1). 

Tous ces phages, dilués au 1/100, lysent complétement les germes 
sensibles en quatre a six heures. 

Les immunsérums ont été obtenus en immunisant des lapins par 
voie intraveineuse, au moyen de cultures de vingt-quatre heures en 
bouillon des staphylocoques D3, JB et PCC, tuées par chauffage a 60°. 
Le sérum anti-JB est agglutinant au 1/10.000, le sérum anti-D3 au 
1/1.000 et le sérum anti-PCC au 1/100. Méme au 1/10, le sérum normal 
de lapin n’agglutine aucun de ces germes. 

Le titrage du pouvoir inhibiteur d’un immunsérum ou d’un sérum 
normal est réalisé de la fagon suivante : A une série de tubes contenant 
5 cm* de bouillon, ensemencés d’une goutte de culture de staphylo- 
coque de vingt-quatre heures et d’une goutte de bactériophage, on 
ajoute des quantités décroissantes du sérum a éprouver. La premiére 
lecture est faite.au moment ot la lyse est totale dans le témoin sans 
sérum, soit environ quatre heures aprés la mise a 1’étuve (37°). Les 
éclaircissements partiels sont appréciés par rapport & une culture de 
méme Age, en bouillon ordinaire si la dilution de sérum éprouvée 
est inférieure 4 1 p. 100, en bouillon additionné de sérum & la concen- 
tration étudiée si elle est égale ou supérieure a 1 p. 100. 


I. — Acrion DES SERUMS D’ANIMAUX NEUFS 
SUR LA LYSE BACTERIOPHAGIQUE DES STAPHYLOCOQUES. 


En présence de 1 p. 100 de sérum de lapin neuf, la lyse de 
tous les staphylocoques dorés virulents et du staphylocoque 
blane B3, virulent également, soumis a |’action du phage H, est 
nulle 4 la sixiéme heure et seulement partielle aprés vingt-quatre 
heures, alors qu’elle est toujours totale en quatre a six heures 
dans le témoin sans sérum. Dilué au 1/1.600, ce sérum protege 
encore partiellement le staphylocoque JB aprés  vingt-quatre 
heures ; dilué au 1/6.400, il en retarde la lyse totale d’une heure 
environ. Par contre, aucun des  staphylocoques avirulents 
(PCC, EW, D3, Twort) n’est protégé par 1 p. 100 de ce sérum. 
Il en est de méme du staphylocoque S8K, bien qu’il soit faible- 
ment virulent. 

La propriété d’inhiber la lyse bactériophagique de certains 
staphylocoques existe également dans les sérums_ d’autres 
especes animales. En effet, les sérums d’homme, de cobaye ou 


(1) Les phages et les staphylocoques Twort, EW et S3K nous ont 


été aimablement procurés par le D® P. Nicolle, de l'Institut Pasteur dé 
Paris. 
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de chévre, 4 la concentration de 1 p. 100, ont la méme activité 
inhibitrice que le sérum de lapin sur la lyse des staphylocoques 
virulents (JB, D14 et D15); le sérum de cheval est légérement 
moins actif, car a cette concentration il permet une lyse presque 
totale de ces germes en vingt-quatre heures. Le sérum de 
poule n’a qu’une trés faible activité inhibitrice : 4 la concen- 
tration de 1 p. 100, il ne retarde que d’une heure la lyse totale 
des staphylocoques JB, D14 et D15. Aucun de ces sérums ne 
retarde la lyse des souches avirulentes, mais les sérums d’homme, 
de cobaye et de cheval retardent d’une 4 deux heures la lyse du 
staphylocoque S3K (faiblement virulent). 

En utilisant les staphylocoques JB, Dl4, EW, PCC et D3, qui 
sont sensibles a la fois aux phages H, EW et S3K, et le staphy- 
lococoque Twort sensible aux phages H et Twort, nous avons 
reconnu que les staphylocoques virulents sont protégés au méme 
degré par le sérum de lapin contre les divers phages auxquels 
ils sont sensibles et que ce sérum reste sans action sur la lyse 
des staphylocoques avirulents, quel que soit le phage qui les 
lyse. 


Il. — ACTION INHIBITRICE DES SERUMS ANTISTAPHYLOCOCCIQUES. 
EssAI DE SEPARATION DES AGGLUTININES ET DU POUVOIR PROTECTEUR. 


1° Strum anti-PCC. — A la concentration de 20 p. 100, le 
sérum anti-PCC inhibe complétement la’ lyse du_ staphy- 
locoque PCC par le phage H pendant les six premiéres heures 
d’incubation, et partiellement aprés vingt-quatre heures, alors 
qu’a cette concentration le sérum normal ne retarde qu’excep- 
tionnellement et d’une heure tout au plus la lyse totale de ce 
staphylocoque. En présence de 4 p. 100 de sérum anti-PCC, la 
lyse de PCC est déja partielle en six heures et elle est totale en 
vingt-quatre heures, le sérum normal n’ayant aucune action a 
cette dilution. L’activité protectrice du sérum anti-PCC, pour le 
staphylocoque homologue, est donc beaucoup plus faible que 
celle du sérum normal pour les staphylocoques virulents. Des 
contacts répétés du sérum anti-PCC avec des suspensions du sta- 
phylocoque homologue lui font perdre simultanément son pouvoir 
protecteur et son pouvoir agglutinant pour ce germe. 


2° Serum anti-1)3. — En présence de 20 p. 100 de ce sérum, la 
lyse de D3 par le phage H peut étre nulle ou partielle a la sixiéme 
heure, mais elle est toujours totale en vingt-quatre heures. Ce 
sérum, quoique agglutinant au 1/1.000, n’a qu’une activité protec- 
trice faible et irréguliére. 


3° Strum AntTI-JB, COMPARAISON DU POUVOIR PROTECTEUR DU 
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si:RUM DE LAPIN NEUF ET DU séRUM ANTI-JB. — L’immunisalion spé- 
cifique n’augmente pas l’activité inhibitrice du sérum de lapin 
vis-a-vis de la lyse bactériophagique du staphylocoque JB. En 
effet, qu’il s’agisse de sérum normal ou de sérum anti-JB, dilués 
au 1/6.400, l'un et l’autre ne retardent pas de plus d’une heure 
la lyse totale de ce staphylocoque. 

Le sérum anti-JB agglutine également le staphylocoque D3 au 
1/1.000, mais il n’est pas protecteur pour ce germe. 

Si l’on fait subir au sérum normal et au sérum anti-JB un 
nombre de contacts avec une suspension de staphylocoque JB, 
suffisant pour absorber complétement les agglutinines de l’immun- 
sérum, leur pouvoir protecteur est encore assez considérable 
quoique diminué d’une maniére égale dans les deux sérums (pro- 
tection compléte A la quatriéme heure au 1/400, lyse totale a partir 
du 1/800 a la sixiéme heure, et a partir du 1/100 aprés vingt- 
quatre - heures). 

En mettant en ceuvre des quantités beaucoup plus grandes de 
germes par rapport au volume de sérum (par exemple, en met- 
tant en contact 5 cm* d’une dilution au 1/20 de sérum normal, 
successivement avec 5 culots microbiens, provenant chacun de 
la récolte d’une culture de vingt-quatre heures de staphylo- 
coque JB en boite de Roux), on peut néanmoins absorber com- 
plétement le pouvoir protecteur du sérum pour ce germe et pour 
tout autre qui est sensible a son action. Cette absorption est spé- 
cifique, en ce sens que seuls des staphylocoques sensibles a 
action protectrice du sérum normal permettent de l’effectuer. 

Les agglutinines et la propriété inhibitrice du sérum_ se 
retrouvent dans la fraction pseudoglobulinique du sérum, résistent 
au chauffage 4 70° et disparaissent & 80°, sont absorbées par 
hydrate d’alumine et éluées par le PO,—Na,H N/40, Les bougies 
Chamberland L3 et les membranes Gradocol de 110 mp les 
laissent passer sans perte. 


III. — Essar pE NEUTRALISATION 
DU POUVOIR PROTECTEUR DU SERUM NORMAL ET DE L’IMMUNSERUAI 
PAR LES EXTRAITS DES GERMES SENSIBLES. 


J. Beumer a montré (1947) que les substances inhibitrices du 
bactériophage, extraites des bactéries sensibles, sont capables 
d’enlever aux sérums antibactériens leur pouvoir de protéger les 
germes homologues contre la lyse bactériophagique. 

Est-il possible d’extraire des staphylocoques des substances 
capables de neutraliser le pouvoir inhibiteur soit du sérum 
normal, soit des sérums antistaphylococciques ? 

Nous avons préparé, selon la technique décrite par J. Beumer, 
des extraits de quelques staphylocoques sensibles ou insensibles 
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au pouvoir protecteur du sérum de lapin neuf; eaux de 
lavage (EL), extraits acides (EA), extraits alcalins (EB). 


Pour apprécier le pouvoir inhibiteur de ces extraits A l’égard du 
phage, on mélange II gouttes de phage 4 XVIII gouttes d’extrait. Aprés 
vingt-quatre heures de contact A 33-34°C, on ajoute X gouttes de ce 
mélange 4 des tubes de bouillon (5 cm?) ensemencés d’une goutte de 
culture de dix-huit 4 vingt heures de staphylocoque JB. On compare 
a un témoin additionné de X gouttes de mélange bouillon + phage 
et 4 un témoin ne recevant pas de phage (ces tubes sont placés 4 
lVétuve a 37°). 


On reconnait ainsi que les eaux de lavage EL et les extraits 
alcalins EB sont inhibiteurs du phage H, tandis que les extraits 
acides EA sont a peu prés inactifs. 

Dans les mélanges a parties égales de sérum anti-PCC et de 
chacun des extraits de ce germe, il se forme un précipité dont 
on peut se débarrasser par centrifugation. Le liquide surnageant 
est beaucoup moins protecteur que le sérum non traité : ces 
extraits neutralisent donc, au moins partiellement, le pouvoir 
protecteur de l’immunsérum 4a |’égard du germe dont ils, pro- 
viennent ; l’EL se montre a cet égard le plus actif et EA le 
moins actif. me 

Le sérum de lapin neuf précipite également les extraits EL 
et EB du staphylocoque JB (l’extrait EA n’est précipitable que 
par l’immunsérum), mais cette précipitation n’entraine aucune 
diminution du pouvoir protecteur du sérum normal, quelles 
qu’aient été les proportions d’extrait et de sérum mises en 
ceuvre. En fait, il n’y a aucun rapport entre la précipitabilité des 
extraits par le sérum normal et la protection, par ce sérum, des 
germes dont ils proviennent. C’est ainsi que le sérum normal 
précipite les extraits du staphylocoque Twort, lequel n’est pas 
protégé par ce sérum, et ne précipite pas ceux du staphylo- 
coque D10 qu’il protége contre l’action du phage. 


IV. — ActTIon pu SERUM NORMAL DE LAPIN 
ET DE L’IMMUNSERUM SUR LA FIXATION DU PHAGE H 
SUR LES EXTRAITS DE STAPHYLOCOQUES SENSIBLES. 


Puisque le sérum de lapin neuf retarde la fixation du phage 
sur les germes sensibles (Mutsaars), on peut s’attendre A ce 
que ce sérum retarde également la fixation du phage sur les 
extraits microbiens inhibiteurs du phage. 


La fixation du phage sur les extraits en présence de sérum est réalisée 
comme nous l’avons décrit plus haut, mais dans les tubes ot la fixa- 
tion se fait en présence de sérum, on mélange XVII gouttes d’extrait 
a II gouttes de phage et I goutte de sérum pur ou dilué. Dans les 
témoins la goutte de sérum est remplacée par I goutte d’eau physio- 
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logique. Le pouvoir lytique résiduel est éprouvé sur le staphylo- 
coque PCC, insensible au pouvoir protecteur du sérum. 


Le sérum de lapin neuf inhibe, en partie tout au moins, la 
fixation du phage H sur les extraits (EL et EB) des staphylo- 
coques (D2, D8, D10) sensibles 4 l’action protectrice du sérum 
normal, mais non sur les extraits de staphylocoques insensibles 
a cette action (PCC et Twort). Signalons cependant que le sérum 
normal n’inhibe pas la fixation du phage H sur l’EL du staphylo- 
coque JB, alors qu’il inhibe sa fixation sur l"EB de ce germe. 

Dans les mémes conditions, le sérum anti-PCC inhibe la fixa- 
tion du phage H sur les extraits (EL et EB) du staphylocoque 
homologue, que cet immunsérum protége contre la lyse. - 


V. — NATURE DE LA SUBSTANCE RESPONSABLE 
DU POUVOIR PROTECTEUR DU SERUM. 


La substance inhibitrice du sérum normal de lapin s’apparente 
aux anticorps par sa taille, sa précipitabilité par SO,(NH,)., sa 
résistance a la chaleur, son affinité pour Vhydrate d’alumine. 
Elle posséde également une certaine spécificité puisque seuls les 
germes sensibles & son action sont capables de l’absorber, mais, 
par contre, le sérum de lapins immunisés au moyen d’une souche 
virulente n’est pas plus protecteur pour cette souche que celui 
de lapins neufs. La préparation de sérums agglutinants et pro- 
tecteurs pour les staphylocoques insensibles au sérum normal 
nous a montré qu’il n’y a pas de relation entre le pouvoir agglu- 
tinant et le pouvoir protecteur ; en effet, le sérum de titre agglu- 
tinant le plus faible est celui dont le pouvoir protecteur est le 
plus élevé. L’indépendance des deux phénoménes nous parait 
encore confirmée par le fait que le sérum anti-JB, qui agglutine 
le staphylocoque D3 au 1/1.000, ne le protége pas contre l’action 
du phage. 

La substance inhibitrice du sérum normal ne se confond pas 
davantage avec les précipitines que celui-ci contient vis-a-vis de 
certains extraits staphylococciques. Il semble donc que si l’action 
inhibitrice exercée par le sérum normal sur la lyse bactériopha- 
gique de certains staphylocoques est due & des anticorps nor- 
maux, ceux-ci ne peuvent ¢tre mis en évidence que par leur 
propriété de protéger ces staphylocoques contre l’action du phage 


et par leur capacité d’entraver sa fixation sur les extraits des 
bactéries sensibles. 


R&sUME ET CONCLUSIONS. 


1° La lyse bactériophagique du staphylocoque est inhibée par 
le sérum normal non seulement de lapin, mais aussi de plusieurs 
autres espéces animales. Un staphylocoque, dont la lyse est totale 
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en quatre heures, peut encore étre partiellement protégé par 
i p. 100 de sérum aprés vingt-quatre heures. 

Dilué au 1/6.400, le sérum normal de lapin retarde encore d’une 
heure la lyse totale d’un staphylocoque sensible a son action. 

2° Cette action protectrice du sérum normal ne se marque qu’a 
légard de staphylocoques virulents, et est indépendante de’ leur 
caractére blanc ou doré. 

3° Lorsqu’un staphylocoque est sensible a plusieurs phages 
différents, il est protégé par le sérum de lapin au méme degré 
contre ces divers phages. 

4° Les souches avirulentes, qui ne sont pas protégées par le 
sérum normal, le sont par l’immunsérum correspondant, mais les 
souches virulentes, qui sont protégées par le sérum normal, ne 
le sont pas davantage par l’immunsérum. 

5° Parmi les procédés que nous avons appliqués aux immun- 
sérums préparés au moyen de staphylocoques virulents, seul le 
traitement par des suspensions denses de staphylocoques nous 
a permis de séparer la substance inhibitrice des agglutinines ; 
Vabsorption des agglutinines étant compléte alors que le pouvoir 
protecteur n’est que diminué. 

6° On peut absorber complétement le pouvoir protecteur du 
sérum normal de lapin sur les staphylocoques sensibles 4 son 
action, en utilisant des quantités de germes relativement beau- 
coup plus grandes que celles qui sont nécessaires pour absorber 
les agglutinines de l’immunsérum. Cette absorption ne peut se 
faire qu’au moyen des staphylocoques sensibles au pouvoir pro- 
tecteur du sérum normal. 

7° La substance inhibitrice et les agglutinines se retrouvent 
dans la fraction pseudoglobulinique du sérum et ont la méme 
résistance au chauffage, la méme taille et la méme affinité pour 
Vhydrate d’alumine. 

8° Les extraits que l’on peut obtenir aux dépens de staphylo- 
coques, et qui sont inhibiteurs du phage actif sur ces germes, 
neutralisent le pouvoir protecteur du sérum antimicrobien s’ils 
proviennent de souches avirulentes; par contre, les extraits 
obtenus semblablement 4 partir de staphylocoques virulents sont 
sans action sur le pouvoir protecteur que le sérum normal pos- 
séde a l’égard de ces germes virulents. 

9° Il n’y a pas de relation entre le pouvoir protecteur du sérum 
normal et son pouvoir précipitant 4 l’égard des extraits de sta- 
phylocoques. 

10° Le sérum de lapin neuf inhibe la fixation du phage sur les 
extraits des staphylocoques sensibles 4 son action protectrice, 
mais il n’empéche pas la fixation du phage sur les extraits des 
staphylocoques qui y sont insensibles ; dans ce dernier cas, la 
fixation est inhibée par le sérum antimicrobien spécifique. 


! 
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11° Notre travail se termine par une discussion relative, la 
nature du principe auquel le sérum. normal doit son pouvoir 
protecteur, particuliérement du point de vue de ses rapports avec 
les anticorps normaux. 
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Présidence de M. Macrou. 


NECROLOGIE 


LOUIS RAPKINE 
1904-1948 


Louis Rapkine naquit le 14 juillet 1904 en Russie. C’est au Lycée de 
Montréal, ot émigra sa famille, puis 4 l'Université MacGill, que Louis 
Rapkine a fait ses études. Depuis longtemps attiré par la France, il 
vient 4 Paris en 1924. D’abord boursier de la Fondation Rockefeller, il 
est ensuite assistant, puis chef de service adjoint a 1’Institut de Biolo- 
gie physico-chimique ot il reste jusqu’a la guerre. Il entrera en 1946 
a l'Institut Pasteur pour y diriger le service de chimie cellulaire créé 
# son intention. j 

Dés 1925, au laboratoire de Roscoff, Louis Rapkine commence: sa 
carriére de chercheur. Ses premiers travaux portent sur la biologie 
de lceuf et de la larve d’oursin. C’est tout d’abord un probléme 
d’immunologie qui est abordé. Des blastulas de l’oursin Paracentrotus 
lividus sont injectées avec de l’encre de Chine et avec diverses bactéries. 
Les cellules mésenchymateuses formées avant l’invagination de ]’endo- 
derme sont incapables de phagocytose. Seules les cellules de deuxiéme 
poussée, issues du sommet de l’intestin primitif présentent une activité 
phagocytaire (avec S. Metalnikoff). 

Puis, avec M. Prenant, L. Rapkine essaie de connaitre les modifi- 
cations corrélatives de la formation du squelette. Il suit le pH du 
liquide blastocoelien de la larve d’oursin au cours du développement. 
Celui-ci présente une valeur de 7,0 a 7,3 chez la blastula. A partir de 
la formation de mésenchyme primaire, il s’éléve progressivement 
jusqu’a 8,5. Les spicules calcaires commencent A se former 4 pH 8,0. 
Le liquide blastocoelien reste alcalin pendant cing heures, puis, en 
vingt-quatre heures, revient a la neutralité. 

La parthénogénése traumatique n’avait été obtenue que sur les 
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ceufs d’amphibiens. L. Rapkine montre que la piqdre détermine chez 
les ceufs des oursins Paracentrotus lividus et Echinocardium cordatum 
la production d’une membrane en apparence identique a la membrane 
de fécondation. Enfin, L. Rapkine montre également (avec L. Dambo- 
viceanu) que les vacuoles de certaines cellules d’Ascidia mentula 
possédent un pH voisin de 2,8. 

C’est 18 une maniére d’introduction A des recherches plus appro- 
fondies sur le métabolisme cellulaire, sur les processus chimiques de 
la division cellulaire et sur les problémes relatifs aux oxydo-réductions. 
Louis Rapkine a vingt et un ans. Mais ses qualités de chercheur appa- 
raissent dans ces premiers travaux solidement pensés qui témoignent 
déja d’une grande habileté technique. 

L’ceuf constitue pour la solution de nombreux problémes un maté- 
riel de premier choix. Rapkine commence par étudier les variations 
des échanges respiratoires. La consommation d’oxygéne ne montre 
rien de particulier. Par contre, la production de CO, présente des 
variations trés remarquables :\ augmentation suivie d’une chute trés 
importante due trés probablement A une rétention de CO, en rela- 
tion avec la synthése des carbonates de calcium et de magnésium 
des spicules. Naturellement, les variations de la composition chimique 
de Vceuf d’oursin au cours du développement sont suivies avec soin 
(avec B. Ephrussi). Il y a tout d’abord augmentation du poids humide 
et du poids sec di vraisemblablement a !’absorption des substances 
minérales qui seront utilisées pour la formation du squelette. Il y a 
aussi diminution des substances protéiques et des graisses, surtout du 
cholestérol et des acides gras, et transformation régulitre du glycogéne 
en sucre réducteur. 

L’ensemble de ces constatations devait amener L. Rapkine a recon- 
sidérer le probléme de |’énergétique du développement et a introduire 
dans la formule du rendement énergétique l’énergie correspondant 
aux réactions couplées d’oxydo-réduction intervenant dans les synthéses. 
Ceci conduit 4 modifier la formule de Terroine et Wurmser permettant 
le calcul du rendement énergétique réel. Il se trouve que ce rende- 
ment est en réalité moins élevé qu’on ne le croyait jusqu’alors. 
L. Rapkine insiste beaucoup sur la nécessité de tenir compte des 
périodes critiques au cours du développement, périodes au cours 
desquelles le métabolisme peut subir des changements trés impor- 
tants. 

C’est avec R. Wurmser que L. Rapkine a abordé le probléme du 
potentiel des oxydo-réductions cellulaires. Une série de travaux, aujour- 
d’hui classiques, échelonnés de 1926 & 1931, permettent de fixer & 
19-20 da valeur du rH de plusieurs types de cellules animales, glandes 
salivaires des larves de Chironomes et de Calliphora, ovocyte de Para- 
centrotus et d’Asterias. Le rH des cellules de Spirogyra est compris 
entre 14 et 16. Wurmser et Rapkine montrent également que le cyto- 
plasme et le noyau possedent le méme rH et que Vinjection de glucose, 
de fructose, de pyruvate ou de succinate de sodium ne modifie pas le 
rH intracellulaire. Notons que 1’examen critique approfondi du_pro- 
bléme des oxydo-réductions conduit les auteurs, dés 1927, A admettre 
la nécessite d’une double mobilisation de lhydrogéne et de Voxygéne. 

L’ensemble des travaux de L. Rapkine sur le métabolisme de Voouf 
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d’oursin et sur le potentiel d’oxydo-réduction devait le conduire tout 
naturellement a aborder le problame fondamental des processus 
chimiques au cours de la division cellulaire. Dés 1929, il envisage 
Vhypothése que les processus de division sont déterminés par 1]’établis- 
sement d’un certain potentiel d’oxydo-réduction A l’intérieur d’éléments 
localisés de la cellule, potentiel qui induit un métabolisme spécial. 
C’est cette hypothése qui a conduit L. Rapkine A rechercher les varia- 
tions des substances qui pouvaient étre considérées comme responsables 
de ces potentiels durant la division. L. Rapkine détermine la quantité 
des groupements —SH solubles au cours du cycle de l’ceuf fécondé. 
Il constate qu’aprés la fécondation il y a diminution notable de ces 
groupements, vraisemblablement due & une oxydation du —SH en 
S—S, puis il y a une augmentation importante jusqu’dé dix A quinze 
minutes avant la division. A partir de ce moment, la quantité de —SH 
diminue. Des phénoménes analogues ont été retrouvés (avec E. Chatton 
et A. Lwoff) chez les infusoires. 

Cette apparition de —SH est mise, par L. Rapkine, en relation avec 
une dénaturation des protéines avant la division cellulaire, dénatura- 
tion qui libérerait des radicaux sulfhydriles. L’augmentation des radi- 
caux —SH établirait un nouveau régime d’hydrogénation. L’expé- 
rience montre qu’il y a augmentation trés marquée de l’acide lactique 
formé par l’ceuf, quarante minutes aprés la fécondation. Cette augmen- 
tation atteint son maximum 4a la cinquantiéme minute, c’est-a-dire 
dix 4a vingt-cing minutes avant la division au moment ot la teneur 
en —SH est maximum. Il y a ensuite diminution de la quantité d’acide 
lactique formé. 

En possession des données relatives au groupe —SH, L. Rapkine 
cherche 4 inhiber la division d’une maniére réversible. HgC1, M/100.000 
arréte la division de l’ceuf. Mais des ceufs transportés dans de l’eau de 
mer additionnée de cystéine ou d’acide thioglycolique recommencent 
a se diviser. Le degré de réversibilité dépend naturellement du temps 
pendant lequel le sublimé a agi et de sa concentration. Les données 
_ relatives au réle de la dénaturation et des groupements sulfhydriles 
dans la division cellulaire ont été discutées en détail dans un mémoire 
aujourd’hui classique, et dont les résultats sont appelés 4 prendre de 
plus en plus d’importance. 

Ces constatations conduisent L. Rapkine 4 examiner le réle du —SH 
dans des systémes enzymatiques déterminés. Rapkine avait montré 
précédemment que l’acide monoiodacétique se combinait au glutathion 
ou a la cystéine, suivant une réaction stoichiométrique. [1 isole la trio- 
sephosphate déshydrogénase et établit que cet enzyme est inactivé par 
le glutathion oxydé, et par d’autres oxydants comme l’iode et l’oxyde 
cuivreux. Mais si le glutathion oxydé est dialysé, l’enzyme peut étre 
réactivé par le glutathion réduit ou la cystéine. 

Les changements d’activité de l’enzyme sous |’influence des oxydants 
et des réducteurs sont attribués aux modifications des groupements 
—SH. L’oxydation et la combinaison de ces groupes entrainent 1l’inac- 
tivation de l’enzyme. Leur réduction ou leur régénération réactive 
l’enzyme. 

Cependant, L. Rapkine s’intéresse de plus en plus au mécanisme 
méme de l’action des groupements sulfhydriles. Le couronnement de 
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sa carriére scientifique sera l’importante découverte (avec M™° S. Rapkine 
et P. Trpinac) de l’effet de protection par la cozymase des groupe- 
ments sulfhydrilés des déshydrases. 

En traitant les préparations enzymatiques de la déshydrase de 
l’aldéhyde glycérophosphorique par du charbon actif, on adsorbe la 
cozymase. L’enzyme ainsi inactivé peut étre réactivé par addition de 
cozymase. Or, l’enzyme sans cozymase est beaucoup plus sensible & 
Voxydation par le glutathion oxydé que l’enzyme complet. La cozy- 
mase protége donc les groupements —SH de la déshydrase vis-a-vis 
de l’oxydant. Des résultats analogues ont été obtenus en remplacant 
le glutathion par l’alloxane. L’analyse de l’effet protecteur de la cozy- 
mase sur les groupements —SH conduisit & la conclusion que la cozy- 
mase est fixée sur l’enzyme au voisinage méme des groupements — SH, 
génant ainsi l’accés des molécules oxydantes. C’était la premiére fois 
que l’on obtenait une donnée quelque peu précise sur la localisation 
géographique du coenzyme sur l’enzyme. 

*k 

Louis Rapkine a trente-cing ans au moment ot la guerre éclate. 
Jusqu’a la fin des hostilités, il se consacrera entitrement a l’effort de 
guerre de la France. En 1940, il est aux Etats-Unis en mission du 
Ministére de ]’Armement. I] y devient le chef du bureau scientifique 
des forces francaises libres et jouera 14 un rdle admirable, faisant 
venir de France les scientifiques menacés ou poursuivis par Vichy ou 
par les Allemands. Grace a sa trés grande autorité morale, L. Rapkine 
a obtenu l’aide généreuse de quelques Frangais. Le « French scholar’s 
fund » permettra de résoudre les problémes matériels aprés que les 
émigrés auront trouvé le réconfort dont ils ont tant besoin. Nombreux 
sont ceux qui furent alors sauvés du désespoir. En 1944, L. Rapkine 
devient Chef de la mission scientifique en Grande-Bretagne et, en liai- 
son avec 1’Etat-Major de la Défense Nationale, organise les groupes de 
recherches opérationnelles qui, dés la libération, viennent travailler 
avec les armées alliées sur le territoire francais. 

Dés son retour a Paris, Louis Rapkine se préoccupe de la reprise 
des échanges avec l’étranger. La France a été isolée pendant plus de 
quatre ans du monde civilisé. L. Rapkine obtient des livres et des 
revues. Il obtient aussi, grace & son action personnelle, une aide impor- 
tante de la Fondation Rockefeller pour le rééquipement des labora- 
toires francais et pour l’organisation de colloques internationaux. 

Pendant six ans, Louis Rapkine avait résisté A l’impérieuse tentation 
de continuer ses propres recherches. En 1946 enfin, il s’estime le 
droit de reprendre son travail scientifique. L’Institut Pasteur a créé 
pour lui un service de chimie cellulaire largement doté. Malgré les 
multiples difficultés de l’heure, il réunit le matériel nécessaire, et, 
surtout, il groupe quelques collaborateurs. Le programme scientifique 
est depuis longtemps tracé. Il comprend 1’étude des enzymes aux 
diverses phases du cycle mitotique, la continuation des recherches 
sur le rdle des groupements —SH dans _ l’activité enzymatique et 
examen du rdle de la dénaturation des protéines dans la division 
cellulaire. Il comprend aussi la poursuite des expériences entreprises 
avec J. Brachet sur la nature des substances libérées par l’organisa- 
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teur. Le travail commence et se développe harmonieusement avec l’aide 
du Centre National de la Recherche Scientifique et de la Fondation 
Rockefeller. Et c’est au mois de juin 1948, la maladie inexorable. Louis 
Rapkine disparait le 18 décembre de la méme année. 

L’ceuvre scientifique accomplie en treize années d’efforts est splen- 
dide. Dans le labyrinthe de la division cellulaire, Louis Rapkine a 
réussi 4 trouver le fil directeur. La voie qu’il a choisie et ouverte a été 
féconde. L’ceuvre s’est développée logiquement et l’on ne _ peut 
qu’admirer combien, chez lui, les connaissances de la biochimie et de 
la chimie physique étaient unies 4 une amoureuse compréhension de 
ja cellule vivante. Et si les idées soulevées n’ont pu étre toutes, hélas ! 
conduites jusqu’a leur terme, on peut cependant tenir pour assuré 
que les échos qu’elles ont éveillés ne sont pas prés de s’éteindre. 
L’couvre de Louis Rapkine restera le témoignage de l’effort heureux 
d’un esprit clair et d’un travailleur impeccable et parfaitement hon- 
néte. Combien l’on regrette de voir cette ceuvre harmonieuse si bruta- 
lement interrompue au moment méme ow les idées les plus hardies 
commengaient 4 entrer dans un monde concret. 

Louis Rapkine avait une trés haute idée du devoir. Sans doute a-t-il 
accompli sa destinée en donnant a sa patrie d’élection, au moment 
le plus tragique de son histoire, six années d’une vie qui devait étre 
si courte. Sa générosité a recueilli les fruits de la reconnaissance et de 
Vamitié. Ceux qui ont connu Louis Rapkine garderont le souvenir 
de cette nature si rare, animée par une dme d’apdétre et en laquelle 
un amour profond de la vie faisait étrangement équilibre aux plus 
hautes vertus morales poussées parfois jusqu’au renoncement de soi- 
méme. 

André Lworr. 


PRESENTATION D’OUVRAGES 


M. Lépine : J’ai |*honneur de présenter a la Société de Microbiologie 
deux ouvrages récemment parus, 1’un et l’autre sur les maladies 4 virus 
de Vhomme. 

Le premier : « Viral and Rickettsial Infections of Man » (1), publié 
par T.-M. Rivers avec 27 collaborateurs, réunit les noms les plus 
éminents de la science américaine dans le domaine des virus et des 
rickettsies. En 550 pages de texte condensé, luxueusement présenté et 
illustré, sont étudiées les méthodes et les techniques générales des virus 
et les virus pathogénes de l’homme. L’objet du livre étant surtout de 
présenter l’aspect actuel de la question, ce sont les recherches les plus 
récentes qui sont analysées. Une bibliographie, placée en fin de cha- 
pitre, renvoie aux travaux originaux, essentiellement américains, qui 
ont fourni la matiére des articles. Sous une forme maniable et volon- 
tairement condensée, ce livre, néanmoins imposant, apporte non seule- 
ment aux étudiants mais aussi aux spécialistes un tableau remarqua- 
blement précis et clair de nos connaissances actuelles sur les virus ou 
chaque article a été rédigé par l’auteur américain le plus compétent. 


(1) J. B. Lrerincorr Company, Philadelphie, Londres et Montréal (1948). 
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I! n’y a aucun doute que ce volume intéressant soit appelé a un trés 
grand succes et je suis certain que nombre de nos collégues auront 
plaisir 4 le consulter. 

L’autre ouvrage est la deuxitme édition du Traité « Les Ultravirus 
des Maladies Humaines » (2) que C. Levaditi et P. Lépine ont rédigée 
avec 26 collaborateurs. La premiére édition, publiée en 1938, avait 
connu un succés immédiat et était depuis longtemps épuisée. Mais -il 
ne pouvait étre question d’une simple réimpression, nos connaissances 
sur les virus évoluant avec une telle rapidité qu’au bout de quelques 
années la matiére d’un traité est pour une large part périmée. Une 
révision s’imposait. Son exécution, sans changer l’esprit du livre, y 
a introduit d’importantes modifications. Certains articles, comme celui 
de la grippe, ont dd étre entitrement rédigés 4 nouveau ; d’autres, 
comme la rougeole, Ja mononucléose infectieuse ou l’hépatite épidé- 
mique qui n’avaient pu prendre place dans la premiére édition, sont 
venus compléter la liste des virus déja étudiés. Les techniques 
nouvelles, comme la microscopie électronique, ont regu le développe- 
ment qu’elles méritaient. Enfin, l’ouvrage présenté aujourd’hui en 
deux volumes a pris une extension telle qu’il a fallu renoncer a traiter 
les rickettsioses, dont le développement considérable exigerait aujour- 
d’hui a lui seul un traité complet. De jeunes auteurs sont venus se 
joindre a l’ancienne équipe et compléter les vides. Nous souhaitons que 
cette édition, rajeunie et complétée, soit accucillie avec la méme faveur 
que sa devanciére. 

I] est significatif que, réalisés indépendamment, deux importants 
ouvrages se trouvent traiter le méme sujet suivant un plan semblable 
et avec le méme nombre de collaborateurs : il faut y voir une preuve 
de lV’ampleur et de la complexité des recherches poursuivies aujour- 
@’hui dans le monde entier sur les virus pathogénes de ]’homme. 


COMMUNICATIONS 


LESIONS PULMONAIRES 
DE LA LEUCOPENIE INFECTIEUSE DU CHAT 
par V, PAVILANIS. 


On sait que les sécrétions nasales et le tissu pulmonaire du chat 
malade de la leucopénie infectieuse contiennent en quantité le virus. 
Aussi peut-on provoquer la maladie en mettant quelques gouttes d’une 
émulsion virulente dans les narines d’un chat. De plus, on observe 
que les chats se trouvant dans la méme piace que d’autres animaux 
malades, bien que dans des cages séparées et éloignées les unes des 
autres, contractent la maladie. Cette infection a distance est probable- 
ment due aux poussiéres soulevées par les chats malades. 

En outre, on observe chez les chats infectés expérimentalement par 
diverses voies d’inoculation, des lésions pulmonaires qui different de 
celles observées dans la pneumonie banale, 


(2) Librairie Maloine, Paris (1948). 
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C’est le cas par exemple de notre chat 186, qui a subi une inoculation 
sous-cutanée d’une émulsion virulente. Le huitisme jour de la maladie, 
le sang périphérique de 1l’animal contenait 300 globules blancs par 
millimétre cube. Il a été sacrifié et, a Vautopsie, nous avons trouvé dans 
les poumons des foyers d’hépatisation de la taille de petits pois et dissé- 
minés irréguliérement. 

L’examen histologique des organes a montré, en plus des lésions 
classiques de la leucopénie infectieuse (atrophie et dégénérescence 
graisseuse de la moelle osseuse, nécrose de Vépithélium de l’intestin 


# 
$ 


Inclusions intranucléaires typiques 
dans une cellule alvéolaire bi-nucléée du poumon de chat. 


gréle, inclusions dans Ja rate, dans les ganglions ‘lymphatiques, dans 
l’épithélium de l’intestin, dans la zone intermédiaire de la capsule 
surrénale et dans 1]’épithélium des cryptes des amygdales), une pneu- 
mopathie. 

Sur la coupe du poumon colorée 4 |’hémalun-éosine, on voit une 
forte hyperémie avec des foyers d’atélectasie compléte des alvéoles et 
une légére desquamation de 1’épithélium respiratoire. D’autres parties 
du poumon présentent un emphyséme. Dans le tissu atélectasique, on 
trouve de grandes cellules d’aspect épithélial au protoplasme étendu, 
bien limité, avec un grand noyau clair, pauvre en chromatine ; on 
voit également de grandes cellules possédant deux noyaux. On trouve 
ces cellules dans les parois des bronchioles, ou dans les parois des 
alvéoles ; parfois elles sont desquamées dans la cavité alvéolaire (fig. 1). 
Dans un grand nombre de ces cellules on observe des inclusions acido- 
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philes intranucléaires qui sont identiques a celles observées dans les 
autres tissus de ce chat. 

Discussion. — La leucopénie infectieuse du chat est une maladie 
septicémique et le virus qui la provoque est présent dans tous les 
tissus. I] attaque en premier lieu les organes d’origine mésodermique 
et endodermique. Parmi les premiers, sont les organes hématopoié- 
tiques, la rate, les ganglions lymphatiques et le cortex de la capsule 
surrénale. Parmi les organes d’origine endodermique, le virus se fixe 
sur toutes les parties du tractus digestif et sur les organes respira- 
toires. L’observation que nous rapportons montre que le virus de la 
leucopénie se fixant sur le tissu pulmonaire peut provoquer des lésions 
trés graves. L’aspect microscopique de la pneumopathie pendant la 
leucopénie infectieuse, qui est trés caractéristique, et la présence 
d’inclusions typiques dans les noyaux cellulaires rendent trés facile de 
la différencier des lésions observées avec celles dues aux infections 
pulmonaires banales ou A la pneumonie féline, elle-méme causée par un 
virus différent de celui de la leucopénie. 

Conclusion. — Le virus de la leucopénie infectieuse attaque non seu- 
lement le tractus digestif depuis la bouche jusqu’au rectum et le tissu 
hématopoiétique, mais aussi le tractus respiratoire. 


(Institut Pasteur, Service des Virus. D*® P. Lipine.) 


NEUTRALISATION DU VIRUS 
DE LA LEUCOPENIE DES CHATS /W V/TRO ET IN VIVO 


par V. PAVILANIS. 


Les travaux effectués par les divers auteurs avec le virus de la leuco- 
pénie des chats montrent que les animaux ayant fait la maladie expé- 
rimentale ou naturelle ne réagissent plus aux infections successives, 
méme faites avec des doses massives du virus. On observe aussi des 
individus normaux qui sont spontanément immuns. Ces chats ont 
probablement fait antérieurement une maladie atténuée ou inappa- 
rente ayant laissé une immunité assez solide. Cette catégorie comprend 
environ 30 p. 100 de la population féline dans les pays endémiques. 
[Kikuth (1) et nous-méme (2)]. Aussi, si l’on garde des chats au labo- 
ratoire un temps prolongé, on observe qu’un grand nombre parmi eux 
deviennent résistants aux infections expérimentales, bien que pendant 
ce méme laps de temps, aucune maladie apparente ne soit enregistrée. 

Les derniers travaux de Brion et Bertrand (8), et plus anciennement 
de Enders et Hammon (4), Syverton et Lawrence (5) démontrent qu'il 


sees Kikxuta, R. Gonnerr et M. Scnweicurrt, Zentralbl, Bakt., 1940, 
(2) V. Pavirants, Ces Annales, 1947, 73, 1046. 
(3) A. Brion et M. Berrrann, C. R. Soc. Biol., 1948, 442, 333. 
(4) J... Enpers et W. D. Hammon, Proceed. Soc. exp. Biol. Med.. 1940 
43, 194. re 
(5) I..T. Syverton, J. S. Lawrence et al., J. exp. Med.,. 1943, 77, Al. 
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est possible de provoquer une immunité active chez les chats avec le 
virus atténué par le formol. 

I. — Nous avons entrepris 1’étude des anticorps sériques neutralisant 
le virus in vitro dans les différents sérums. 

Technique du trdvail. — Les différents chats étaient saignés stérile- 
ment a blanc, ou bien leur sang était recueilli par une ponction car- 
diaque. Ce sang est gardé une heure & l’étuve a 37° et vingt-quatre 
heures 4 + 4°. Le sérum recueilli est placé dans la glaciére a + 4°, 
jusqu’é son emploi. Au moment de linoculation, nous avons fait des 
dilutions progressives du sérum, 4 10—1, 10—?, 10—* dans l’eau phy- 
siologique et mélangé en parties égales avec une émulsion de rate 
virulente broyée et diluée 4 1 p. 50 également dans l’eau physiologique 
et centrifugée dix minutes 4 3.000 tours/minute. Ce mélange est gardé 
une heure dans la glaciére 4 + 4° et inoculé par voie sous-cutanée 4 de 
jeunes chats 4gés de deux & quatre mois. Les chats témoins recevaient 
une inoculation de virus seul, sans sérum. L’examen du sang était fait 
chaque jour et le quatorziéme ou quinzi¢éme jour les animaux furent 
sacrifiés et nous avons ainsi pu pratiquer l’examen histologique de leurs 
organes. 

1° Sérum de chat « normal ». — Un chat 4gé de deux mois, qui ne 
présentait aucun symptédme de la maladie, a subi une ponction car- 
diaque et son sérum dilué est mélangé avec |’émulsion virulente et 
inoculé 4a de jeunes chats. Aucun des chats inoculés avec le mélange 
n’est tombé malade. Le sérum de ce chat dilué 4 10—* a neutralisé in 
vitro le virus de la leucopénie infectieuse. 

2° Un second chat 4gé d’un an, qui avait subi trois injections du 
virus, aprés avoir fait la maladie, fut saigné trois semaines aprés la 
derniére inoculation. Son sérum est dilué, mélangé avec le virus et 
inoculé aux animaux. Le sérum dilué a 10—? neutralisait le virus 
tandis que dilué 4 10—# il ne le neutralisait pas. 

3° Nous avons pris le sérum d’un chat agonisant qui montrait tous 
les symptémes de la leucopénie infectieuse (300 globules blancs par 
millimétre cube). Son sérum fut traité comme les précédents, mais 
méme le sérum pur mélangé a parties égales avec le virus n’a pas neu- 
tralisé ce dernier. Tous les chats inoculés avec ce mélange ont fait la 
leucopénie. : 

4° Nous avons pris enfin le sérum d’un chat qui, inoculé avec le 
virus, n’a pas fait de leucopénie dans le sang périphérique, mais a 
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Sérum du chat «normal» . — — att 
Sérum du chat hyperimmunisé . _ _ _ 
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présenté au contraire une hyperleucocytose avec 91.700 globules blanes 
par millimétre cube. Ses organes montraient les lésions histologiques 
typiques de la leucopénie infectieuse (6). Son sérum traité comme les 
précédents ne neutralisait pas le virus. Tous les chats inoculés avec 
le mélange sérum-virus ont fait la leucopénie. 


II. — On sait que le sérum de chat immun neutralise le virus in vivo. 
Nous avons inoculé 8 chats avec une émulsion virulente. Quatre chats 
ont servi de témoin et les “4 autres ont recu, a partir du deuxiéme 
jour, une injection de 2 cm* de sérum du chat immunisé, L’injection 
fut répétée le quatriéme et le sixitme jour. Au total, chaque chat a 
recu 6 cm* de sérum en six jours. Aucun animal traité par le sérum 
n’a fait la maladie ; trois chats des quatre témoins ont contracté la 
leucopénie. ‘ 

Discussion et Conclusion. — Les observations que nous rapportons 
montrent que les chats hyperimmunisés contre la leucopénie infec- 
tieuse possédent dans leur sérum des anticorps qui neutralisent le virus 
in vitro et in vivo, méme avec des dilutions trés faibles : 10—?. Le 
chat que nous avons nommé « chat normal » doit étre considéré 
comme immun, car son sérum neutralisait le virus méme dilué 4 10-8. 
Par contre, les chats malades, atteints de la leucopénie infectieuse (leu- 
copénique ou hyperleucocytosique) ne posstdent pas de propriétés viru- 
licides dans leur sérum pendant le stade aigu de la maladie. Les 
formes hyperleucocytosique et leucopénique de la leucopénie infec- 
tieuse des chats sont deux formes de cette maladie, identiques du point 
de vue de Vimmunité car les sérums des chats atteints se comportent 
de la méme facon a l’égard du virus. 


(Institut Pasteur, Service des Virus. D™ P. Lépine.) 


SUR UNE MALADIE DE LA SOURIS 
A INCLUSIONS HEPATIQUES INTRANUCLEAIRES 


par V. PAVILANIS et P. LEPINE. 


Durant l’hiver 1947-1948, nous avons recu dans un lot de souris fourni 
a l'Institut Pasteur par un marchand, 2 souris atteintes de jaunisse. 
Ces animaux présentaient des muqueuses fortement jaunies, la peau 
des oreilles était typiquement ictérique. Par ailleurs, ces animaux ne 
présentaient aucun symptéme de maladie. Les souris furent sacrifides 
et l’autopsie confirma la présence d’un ictére étendu A tous les organes. 

L’examen histologique du foie, macroscopiquement sain, lictdre 
mis a part, a révélé en plus d’une dégénérescence albumineuse, des 
inclusions intranucléaires d’un type tout A fait particulier. Sur Jes 


coupes colorées A l’hématéine-éosine, on observe des cellules hépa- 


(6) V. Pavitanis, Ces Annales, 1948, 74, 209. 
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tiques en général hypertrophiées avec un gros noyau en général pauvre 
en chromatine. A l’intérieur de ce noyau on observe de grosses inclu- 
sions rondes ou ovalaires pouvant atteindre la taille de 90 u- Parfois 
deux ou plusieurs inclusions sont présentes dans le méme noyau ; ces 
inclusions sont formées par des masses acidophiles, granuleuses, entou- 
rées par une membrane nettement délimitée. L’ensemble donne 
Vimpression d’un kyste ou d’un noyau A l’intérieur du noyau. Cer- 
taines des inclusions ressemblent 4 des kystes A demi vidés, renfermant 
des granulations oxyphiles. Dans quelques*cas, les inclusions observées 


Fic. 4. — Foie de souris : cellule hépatique dont le noyau renferme une inclu- 
sion intra-nucléaire typique, ronde, centrale et entourée d'une membrane. 
(Comparer avec le noyau normal des deux autres cellules, en haut a droite 
et en bas & gauche.) 


ne présentent pas cette membrane, si nette dans la plupart des cas. 
Elles sont alors disposées en granules séparés ou en amas 4 |’intérieur 
du réseau chromatinien. 

Ces inclusions se colorent assez bien par toutes les méthodes. Avec 
la coloration 4 l’Orange G-éosine-Bleu d’Unna, elles apparaissent en 
rouge vif sur un fond. bleu. Elles sont colorées en mauve par la colo- 
ration de Giemsa et en bleu par la méthode de Mann. La réaction de 
Feulgen-Rosenbech est négative, les inclusions restant incolores. Enfin, 
apres coloration 4 l’hématoxyline ferrique, seule la membrane est 
colorée, le contenu de l’inclusion restant clair. 

On note, en outre, dans le foie, une augmentation du nombre des 
cellules réticulo-endothéliales dont le protoplasme renterme un pigment 
brun verdatre. Les autres organes ne présentent aucune lésion. Les 
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cultures du sang du coeur et des organes sur différents milieux sont 
restées négatives. 

Les inclusions ainsi rencontrées ne ressemblent & rien de classique. 
Néanmoins, en parcourant la littérature, nous constatons qu’en 19382, 
en Angleterre, G. M. Findlay (1) avait observé chez les souris de la 
souche Clacton des inclusions dans les noyaux des cellules hépatiques. 
Ces inclusions différent des autres inclusions provoquées par les virus 
pathogénes ou « saprophytes ». L’auteur avait démontré que ]’émulsion 
des organes de la souris atteinte, filtrée sur la bougie Berkefeld et ino- 
culée aux autres souris, provoquait l’apparition des mémes lésions et 
il réussit 4 faire trois passages successifs de ce virus. 

Nous avons prélevé stérilement le foie d’une des souris, nous ]’avons 


Fic. 2. — Foie de souris : inclusion intra-nucléaire. A gauche, inclusion unique 
circulaire, d’aspect kystique; a4 droite, noyau d'une cellule hépatique renfer- 
mant plusieurs inclusions; l’une d’elles ayant l’aspect d'un kyste éclaté. 


émulsionné 4 1 p. 10 dans l’eau physiologique et injecté par voie intra- 
péritonéale & des souris neuves. Les animaux furent sacrifiés, bien 
portants, du vingt-cinquiéme au trenti‘me jour apres |’inoculation. 


- Nous n’avons jamais observé de jaunisse chez les souris infectées expé- 


rimentalement et les inclusions, bien que toujours présentes, étaient 
trés rares (environ 0,1 — 0,2 p. 100 des noyaux des cellules hépatiques). 
Nous avons essayé de transmettre cette maladie aux autres animaux : 
cobaye, lapin, chat. Ce n’est que dans le foie d’un cobaye qui a été 
sacrifié bien portant le trente et uniéme jour aprés inoculation intra- 
péritonéale que nous avons trouvé dans les cellules hépatiques de 
rares inclusions caractérisltiques. Son foie prélevé stérilement, émul- 


(1) G. M. Finpray, Brit. J. exp. Path., 1932, 43, 223. 
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sionné et inoculé par voie intrapéritonéale aux souris, a provoqué 
Vapparition desdites inclusions. Tous les autres passages sur le cobaye 
ont échoué. 

Nous continuons les. tentatives'de passage. Nous avons d’autre part 
examiné systématiquement le foie d’un grand nombre des souris prove- 
nant d’éleveurs divers, que nous recevons a l'Institut Pasteur. Nous 
n’en avons plus rencontrées qui présentent des signes cliniques d’ictére, 
mais 4 deux reprises 1’examen du foie d’animaux neufs nous a montré 
& nouveau, quoique en nombre plus limité, l’existence d’inclusions 
de ce type trés particulier. Il est donc vraisemblable que ces lésions 
sont causées par un virus rare mais non exceptionnel. 

Discussion. — Les inclusions que nous avons observées sont iden- 
tiques a celles décrites par G. M. Findlay. Elles ressemblent, surtout 
les plus petites, aux nucléoles hypertrophiés qui dans le foie de souris 
sont amphoteéres ; les plus grandes, qui sont formées par les granula- 
tions oxyphiles, semblent étre entourées par une membrane de chro- 
matine. La présence des inclusions libres qui ne possédent pas cette 
membrane ne parle pas en faveur de leur nature nucléolaire. 

Dans les cas observés par nous, les inclusions ont pu étre observées 
dans 10 p. 100 des noyaux des cellules hépatiques ; cette fréquence 
supérieure A celle observée par G. M. Findlay (4,16 p. 100) jointe 
a l’existence de l’ictere permet de penser que nous avons observé une 
phase de la maladie plus tardive que celle observée par Findlay. Une 
faible virulence du virus provoquant une maladie chronique d’évolu- 
tion trés lente pourrait expliquer ce fait et une durée d’observation pro- 
longée permettrait de la mieux préciser. 

Il était impossible, dans les conditions existantes, de remonter a la 
source de l’infection, car les lots de souris qui nous sont remis provien- 
nent de différents élevages et sont mélangés. 

Conclusion. — Nous avons observé a plusieurs reprises a 1’Institut 
Pasteur des souris atteintes de jaunisse qui présentaient dans les 
cellules hépatiques les inclusions intranucléaires identiques a celles 
autrefois décrites par Findlay. Nous avons jusqu’ici effectué trois pas- 
sages successifs sur la souris et transmis la maladie au cobaye. 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) 


CONTRIBUTION A L'ETUDE DE LA RAGE 


1. — DE LA VIRULENCE DE LA RAGE FIXE PAR VOIE SOUS-CUTANEE 
APRES ADDITION DE BAVE DE CHIEN NORMAL 


par R. BEQUIGNON, R. LAMY et C. VIALAT. 


A considérer le comportement du virus rabique, que ce soit dans 
les passages naturels, dans les passages expérimentaux, dans la modi- 
fication du virus des rues en virus fixe, ou dans 1’irréversibilité 
pratique de cette modification, on est amené 4 se demander si la 
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bave de l’animal mordeur ne joue que le rdle purement mécanique 
qui lui fut jusqu’alors reconnu. 

C’est pourquoi nous avons prélevé de la bave de chien normal apres 
injection de pilocarpine et, afin d’écarter toute équivoque, employé !e 
virus fixe (virus Pasteur du mille huit cent neuviéme passage cn 
émulsion au 1/10 en poids) exclusivement par voie sous-culanée, chez 
le cobaye, le virus fixe ayant perdu déjd du temps de Pasteur (1) le 
pouvoir de se transmettre par voie sous-cutanée (2). 

Nous avons ajouté a cette émulsion, 4 parties égales, de la bave de 
chien. Puis ce mélange fut placé pendant une heure a l’étuve a 22°. 
Nous avons ensuite inoculé 4 cobayes sous la peau du flanc, afin 
Wéliminer totalement la voie intramusculaire, qui est susceptible de 
permelire le passage du virus fixe, avec 1 cm* du _ mélange 
virus + bave. 

Quatre témoins recurent par la méme voie 1 cm$ de l’émulsion de 
virus fixe, c’est-d-dire une quantité double de doses virulentes, et 
n’ayant pas subi une heure de séjour a l’étuve. 

Des 4 cobayes inoculés le 1 décembre, l'un se paralysait de fagon 
typique le 9 décembre, et fut sacrifié A l’agonie le 16 décembre 1948, 
soit le huitiéme jour. 

Un deuxiéme cobaye se paralysait le 15 décembre 1948 et fut sacrifié 
a’ Vagonie le 16 décembre 1948, soit le quinziéme jour. 

Les 2 autres cobayes de celte expérience survivent, soit 50 p. 100. 
Les 4 témoins survivent, soit 100 p. 100. 

A notre connaissance, aucune expérience de cet ordre n’a jamais 
été effectuée ; cependant, nous signalerons l’article de J. L. Pawan (8) 
ou il semble qu’un virus fixe aurait été transmis expérimentalement 
par morsure d’un vampire 4 une chauve-souris. 

I] fallait se demander quel était le facteur responsable des faits 
observés. 

Des expériences antérieures nous avaient montré qu’il était absent 
de la salive humaine de homme blanc (4), qu’il ait ou non subi 
antérieurement la vaccination antirabique. Il restait donc a penser 
3 un facteur enzymatique autre que l’amylase, et nous fiimes conduits 
A suspecter la hyaluronidase en raison de 1l’influence favorisante 
démontrée jadis par Duran-Reynals et Hoffman (5) sur la diffusion des 
virus. 

La note suivante confirme que cet enzyme isolé est en effet’ doué 
du méme pouvoir que la bave du chien normal. 

L’examen histologique des coupes du névraxe des cobayes montre 
des Iésions générales typiques de rage fixe, lésions d’encéphalite avec 


(1) Pasteur (Lettre 4 Duclaux), ces Annales, 1887, 4, 1. 

(2) Plus exactement, aux doses que nous employons, la transmission par 
voie hypodermique chez le lapin est nulle. Chez Je cobaye, plus sensible, 
Ja rage ne se déclare pas chez plus de 5 p. 100 des animaux. 

(3) J. L. Pawan. Ann. trop, Med. Parasit., 1948, 42, 173. 

(4) Nous insistons sur ce point, car une des constatations paraissant res- 
sortir des laborieuses statistiques mondiales de la rage est la suscepti- 
bilité deux fois plus grande de Yhomme de couleur. 

(5) F. Duran-Reynars, C. R. Soe. Biol., 1928, 99, 6. — TN. C. Horrman, 
J. exp. Med., 1931, 53, 43. ‘ 
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périvascularite et neuronophagie plus accentuée peut-étre que norma- 
lement. 

Mais on voit, au niveau des neurones de la couche externe de la 
corne d’Ammon, les lésions nucléaires d’un type nouveau, pour nous 
tout au moins. On note tout d’abord la fréquence de deux nucléoles 
absolument comparables dans le méme noyau, mais surtout la pré- 
sence dans des noyaux a configuration chromatique encore normale 
de corpuscules oxyphiles (coloration de Mann), comme les nucléoles, 
de dimensions variables, allant jusqu’& la dimension du nucléole, qui 


“sont accolés 4 celui-ci au nombre de deux ou trois, placés de facon 
- symétrique lorsqu’il s’agit de petits corpuscules, et semblant s’en 


x 


éloigner 4 mesure de l’accroissement de leur taille, pour se rapprocher 
de la paroi interne de la membrane nucléaire, un halo clair entourant 
nettement les formations les plus volumineuses. 

Aucune de ces formations ne siége dans le cytoplasme des neurones. 

Ces lésions sont en effet distinctes des lésions nucléaires spécifiques 
du virus fixe décrites par P. Lépine et M”° Sautter (6) ot le noyau 
est uniformément oxyphile, dans un neurone dégénéré, lésions que 
nous ne retrouvons d’ailleurs pas dans les névraxes des cobayes, malgré 
leur constance habituelle au cours de la rage fixe. 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) 


CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA RAGE 


il. — DE LA VIRULENCE DE LA RAGE FIXE PAR VOIE SOUS-CUTANEE 
APRES ADDITION DE HYALURONIDASE 


par R. BEQUIGNON, A. BUSSARD et C. VIALAT. 


Dans une note précédente (1), nous avons rapporté que l’addition de 
bave de chien normal 4 une émulsion de virus fixe permettait a ce 
dernier de provoquer la maladie par voie sous-cutanée, et que ce 
fait semblait pouvoir étre attribué a un facteur de diffusion présent 
dans la salive du chien. En lJ’espéce, nous avons émis l’hypothése 
qu’il pouvait s’agir d’une hyaluronidase, reconnue et étudiée par 
Meyer, Dubos et Smyth (2) et rapprochée par Chain et Duthie (3) du 
« spreading-factor » de Duran-Reynals (4) et de Hoffman (5), qui 
employaient alors 1’extrait testiculaire et reconnaissaient sa valeur 
comme facteur de diffusion des virus. 

La méthode de préparation de la hyaluronidase dont nous nous 


(6) P. Lupine et V. Saurrer. C. R. Soc. Biol., 1935, 129, 805. 

(1) R. Béourenon, R. Lamy et C. Vistar. Ces Annales, 1948, 76, 283. 

(2) K. Meyer, R. Dusos et Em. Smytu. Proceed. Soc. exp, Biol, a. Med., 
1936, 34, 816. 

(3) E. Cua et E. S. Durnte. Nature, 1939, 144, 977. 

(4) F. S. Duran-Reynars. C. R. Soc. Biol., 1928, 99, 6. 

(5) D. C. Horrman. J. exp. Med., 1931, 58, 43,. 
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sommes servis a été décrite par Madinaveita (6), la source initiale 
étant le testicule de taureau. 

Nous avons éprouvé l’activité de notre extrait testiculaire comme 
facteur de diffusion. Chez le cobaye, la diffusion de l’encre de Chine 
injectée dans le derme est, au bout de vingt minutes, considérablement 
augmentée lorsque le colorant est additionné de l’extrait. D’autre part, 
par dosage de la réduction de viscosité de l’acide hyaluronique, nous 
avons trouvé une activité d’environ 10+ unités V. R. U. par milligramme 
de notre produit sec. : 

Rappelons ici que cet enzyme est doué d’un pouvoir de diffusion 
(spreading-factor), qui serait di, pense-t-on, a son action sur le tissu» 
conjonctif intercellulaire, probablement par la dépolymérisation et 
Vhydrolyse de l’acide hyaluronique de ce tissu par au moins deux 
facteurs enzymatiques différents, et aussi que cet enzyme ne se trouve 
pas exclusivement dans le tissu. testiculaire, encore qu’il y soit fort 
abondant, mais qu’on a reconnu également sa présence dans un certain 
nombre de bactéries : staphylocoque doré, streptocoque, certains pneu- 
mocoques, et dans de nombreux venins de serpents. 

Nous avons employé la méme technique que précédemment avec la 
bave de chien normal: préparation d’une émulsion de virus fixe 
Pasteur au 1/10, mise en contact & l’étuve avec une suspension de 
hyaluronidase 4 10—* dans l’eau physiologique, soit 0,5 mg. par centi- 
métre cube du mélange, inoculation sous-cutanée au flanc de 1 cm® 
dudit mélange, & 3 cobayes. 

Les 3 cobayes se sont paralysés de facon typique du neuviéme au 
treiziéme jour. Ils furent sacrifiés a l’agonie, respectivement les neu- 
viéme, dixiéme et quatorzitéme jours aprés linoculation. 

L’examen histologique des névraxes montre les mémes lésions géné- 
rales de méningo-encéphalite avec périvascularite, et les mémes lésions 
nucléaires que nous avons signalées dans la note précédente. 

Bref, l’addition de hyaluronidase & la dose de 0,5 mg. permet de 
donner la rage avec le virus fixe par voie sous-cutanée. Nous avons 
fait la méme constatation chez le lapin, également inoculé par voie 
sous-cutanée avec 2 cm* du mélange ci-dessus (7), par la voie sous- 
cutanée chez le cobaye et le lapin, par la voie intraveineuse chez le 
lapin. 

Cet effet spectaculaire de la hyaluronidase vient confirmer l’action 
favorisante de cet enzyme sur un certain nombre de virus. Lack (8) 
vient récemment de montrer que l’action synergique de la vaccine et 
des germes saprophytes sur la peau de l’animal vaccinifére est liée 
exclusivement a la production par ces germes de hyaluronidase, Ces 


faits légitiment quelques hypothéses sur les virus en général et le virus 
rabique en particulier. 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) 


(6) J. Mapinaverra, Biochem. J., 1941, 35, 447. 

(7) A. Brunt (Riv, Patol. sper., 1938, 20, 125) n’avait obtenu, avec le fac- 
feur testiculaire, que des résultats négatifs, vis-d-vis du virus fixe de 
l'Institut de Messine, qui tue le cobaye dans la proportion de 35 A 40 p. 100. 


(8) C. H. Lack, Brit. J. exp. Path., 1948, 29, 191. Cf. également R. Somer 
et J. Demancui, ces Annales, 1948, 74, 401. 
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MUTATION GOMMEUSE ACCIDENTELLE 
ET MUTATION GOMMEUSE 
INOUITE CHEZ W. PERFRINGENS 


par A.-R. PREVOT. 


I. — Il existe en Amérique (Etats-Unis et Canada) des souches de 
W. perfringens extrémement gommeuses, dont les cultures en bouillon, 
trés visqueuses, ne se déposent que lentement et dont la substance 
gommeuse ne se centrifuge pas aux vitesses de 4.000 tours-minute. 
Svec et Mac Coy (1) ont étudié la substance capsulaire de ces souches 
et en ont isolé une substance polyosidique dont la structure a été 
élucidée : elle est composée d’un noyau uronique lié A un glucose et 
un mannose. A l'Institut de Microbiologie de Montréal, c’est une 
souche gommeuse qui sert 4 la préparation des toxines perfringens 
pour l’hyperimmunisation des chevaux producteurs de sérum. Cette 
souche, rapportée en France et étudiée complétement par nous, s’est 
montrée rigoureusement identique aux souches francaises non vis- 
queuses quant a ses caractéres morphologiques, physiologiques,. biochi- 
miques (métabolisme) et antigéniques (toxines). Elle répond au type A. 

II. — Au cours d’une prospection bactériologique des sols d’A. O. F., 
nous avons isolé en 1946 une souche normale de W. perfringens 
portant le n° A 33G de notre collection, tres peu pathogéne et appar- 
tenant au type A. Cette souche, au cours du dernier repiquage, a été 
souillée accidentellement par un staphylocoque blanc. Sa purification 
a été aussit6t entreprise par les méthodes habituelles ; séparation des 
germes par la gélose profonde VF ; c’est ainsi qu’une colonie unique 
de W. perfringens a été obtenue et repiquée en bouillon VF. Or, 
aprés cet accident, cette culture est devenue brusquement gommeuse 
dés le premier repiquage. Nous avons conclu 4 une mutation gommeuse 
accidentelle provoquée par la vie commune avec un _ staphylocoque 
blanc qui, malheureusement, n’a pas été conservé. 

III. — Ne pouvant donc pas tenter de reproduire le méme phénoméne 
avec la méme souche de staphylocoque, nous avons essayé de la repro- 
duire par action de la gomme du mutant accidentel sur une autre 
souche. Pour cela, nous avons centrifugé 4 4.000 tours-minute pen- 
dant une demi-heure une culture gommeuse du mutant accidentel, 
diluée dans son volume d’eau physiologique stérile afin de rendre 
ja manipulation plus aisée. La substance visqueuse est reprise avec 
le liquide surnageant et est chauffée deux minutes 4 100°. On contréle 
sa stérilité, qui est parfaite. On ensemence alors en bouillon VF la 
souche Lechien, qui est normale, en présence de quelques gouttes 
de cette dilution de gomme. Aprés vingt-quatre heures d’incubation, 
la culture obtenue est gommeuse. On est donc en présence d’une 
mutation gommeuse induite de la souche Lechien. Ce mutant induit 


-(1) Svec et Mc Coy, J. Bact., 1944, 48, 31. 
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se montre stable vis-a-vis de ce caractére : aprés dix repiquages 4 vingt- 
quatre heures d’intervalle, il reste toujours aussi visqueux ; le méme 
phénoméne de mutation induite peut étre réalisé également avec des 
corps microbiens centrifugés, lavés et tués par un chauffage de deux 
minutes a 100°. ‘ 

IV. — Nous avons voulu voir si toutes les souches normales de 
W. perfringens étaient susceptibles de donner le phénoméne de muta- 
tion induite. Dix souches de collection ont été soumises au méme mode 
de traitement : aucune n’a donné la mutation gommeuse, Ainsi, n’im- 
porte quelle souche de W. perfringens n’est pas capable de donner 
des mutants gommeux par induction. En d’autres termes, une souche 
de W. perfringens ne peut donner de mutation gommeuse induite 
que si elle en possede la potentialité, et cela peut expliquer la faible 
proportion de souches gommeuses trouvées jusqu’ici. 

Conclusions. —1° La souillure accidentelle par un staphylocoque blane 
d’une souche africaine normale de VW. perfringens a déclenché chez 
celle-ci une mutation brusque du type gommeux. 

2° La substance gommeuse de ce mutant, stérilisée par la chaleur, 
ajoutée 4 la culture d’une autre souche normale, francaise, a pro- 


voqué une mutation induite de type gommeux stable. Le méme phéno- — 


méne peut étre obtenu par des corps bactériens tués par la chaleur. 

3° Dix autres souches sont restées indifférentes 4 l’addition de la 
méme substance gommeuse stérilisée. 

4° L’existence en Amérique de souches gommeuses de W. perfringens 
peut donc s’expliquer par des mutations induites spontanées aprés 
contact avant leur isolement avec des bactéries capables de provoquer 
cette mutation ; leur faible proportion par rapport aux souches nor- 
males peut s’expliquer en ce que trés peu de souches peuvent subir 
artificiellement cette mutation induite. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies.) 


ANTIHISTAMINIQUES DE SYNTHESE 
ET TAUX DES ANTICORPS 


par B.-N. HALPERN, P. GRABAR et G. PERRIN. 


Dans une note présentée au Congrés de Physiologie de Lausanne, 
en avril 1948, deux d’entre nous [4] ont exposé l’action des antihistami- 
niques de synthése (antergan et phénergan) sur le taux des anticorps 
sériques. On sait que les antihistaminiques de synthése sont capables 
de protéger cliniquement l’animal (lapin) contre le choc anaphylac- 
tique [2] ; la question qui se posait A nous était de savoir si les anti- 
histaminiques de synthése interviennent directement dans la réaction 
antigéne-anticorps, qu’on pense étre A l’origine du choc anaphylac- 
tique, soit en inhibant la combinaison elle-méme, soit en augmentant 
brusquement le taux d’anticorps circulants (supposés protecteurs) par 
une sorte de « réaction d’alarme ». 


7a 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 289 


Nous avions utilisé alors comme antigéne des hématies de mouton 
que nous injectionssau lapin ; mais ces antigénes figurés donnent nais- 
sance 4 des anticorps qu’il est difficile de doser avec précision. Aussi 
avons-nous entrepris des expériences analogues en nous servant, cette 
‘fois-ci, d’un antigéne plus homogéne, l’ovalbumine de poule cristal- 
lisée quatre fois. 

Nous avons sensibilisé 12 lapins par des injections croissantes d’oval- 
bumine pendant trois semaines, A raison de trois injections par 
semaine, Premiére semaine: 0,5 mg., deuxitme semaine : 1 meg., 
troisiéme semaine 2 mg. par injection. 

Aprés un repos de quatorze jours, nous avons dosé approximati- 
vement le taux d’anticorps sériques de chaque lapin, en vue d’injecter 
une quantité d’antigéne telle qu’elle fixe entiérement tous les anticorps 
sériques, mais en tachant de ne pas excéder cette quantité. (Pour cal- 
culer la quantité totale des anticorps sériques, nous avons admis que 
la masse du sang circulant représentait 12 p. 100 du poids de 1’animal, 
et que le sérum représentait 45 p. 100 du sang total, ce qui fait, pour 
1 kg. d’animal, 120 cm® de sang et 54 cm® de sérum.) 

Si nous avons injecté de telles quantités d’antigénes, c’était pour 
nous mettre dans les conditions les plus favorables 4 la production 
du choc anaphylactique, et aussi pour étre sdrs de nous trouver en 
présence d’une chute d’anticorps trés nette, si celle-ci devait se pro- 
duire. 

Sur nos 12 lapins sensibilisés, 8 ont été protégés par une injection 
préalable (une heure avant l’injection d’antigéne) de phénergan 4 la 
dose de 20 mg. par kilogramme, par voie intrapéritonéale ou hypo- 
dermique. Les 4 autres ont servi de témoins et n’ont recu que l’anti- 
géne. 

Nous avons fait des prélévements de sang, chez les témoins avant et 
cing minutes aprés l’injection d’antigéne, et chez les protégés avant 
VYinjection de phénergan, une heure aprés celle-ci, et une troisiéme 
fois cing minutes aprés l’injection d’antigéne. Nos résultats sont consi- 
enés dans les tableaux suivants : nous y faisons figurer les quantités 
d’ovalbumine, en +, qu’il faut ajouter 4 1 cm*® de sérum pour aboutir 
4 la zone d’équivalence (épuisement des anticorps présents) [3]. 


TasLEAu J. — Lapins protégés. 


NUMERO AVANT APRES APRES WEMuoree 
des lapins phénergan phénergan antigéne - 
ol Ae Ra 5 5B y Ay Pas de chute de TA. 
Med. ine tes, 25 y Oa, Excés d’ovalb |Pas de chute de TA. 
(Syeson eee tc Entre 25 et 50 y. 25) ¥, Excés d’ovalb.|Non enregistré. 
iacenns: os 350 y 350 y kxcés d’ovalb.|Non enregistré. 
ae Fes rt Entre 75 et 100 y.|Entre 75 et 100 7.|Excés d’ovalb.|Légére baisse de 
TA (1 & 2 cm.). 
Maik ane Entre 150 et 175 y.|Entre 150 et 175 y.|Excés d’ovalb.|Non enregistré. 
INC ise as ea 350 y 350 y By Mort immédiate. 
i) ee 150 y Excés d’ovalb |Légére baisse de 


TA (1 a2 cm.). 
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Tasteau Il. — Lapins témoins. 


NUMERO AVANT APRES REMARQUES 
des lapins antigéne antigéne 
y MTEL CAR noey Reed 45 y 2y Chute de TA : 4,5 cm. Hg. 
ie eae ane fy 200 y 5 y Chute de TA : 4 cm. Hg. 
aaah ra eee 200 ¥ ay Non enregistré. 
Lenk ae eee 100 y 2 y Non enregistré. 


Discussion des résultats. — Dans l’appréciation du degré du choc ana- 
phylactique par V’importance de la baisse de la pression artérielle [4], 
il faut tenir compte du fait que les prélévements de sang (2 chez les 
témoins et 3 chez les protégés) pour le dosage des anticorps créent 
par la spoliation sanguine un effet mécanique sur la tension artérielle 
et il devient alors difficile, sinon impossible de dire ce qui, dans 
cette chute, revient & la diminution du liquide circulant et ce qui 
revient au choc anaphylactique. Remarquons aussi que les lapins pro- 
tégés subissent un prélévement de sang de plus que les non-protégés, 
et que, par conséquent, leurs chutes de tension artérielle ne sont pas 
comparables. Cette grosse perte sanguine chez les protégés explique 
aussi vraisemblablement un cas de mort immédiate que nous avons 
eue parmi eux. 

Les résultats positifs que nous apportent ces expériences sont les 
suivants : 

L’injection préalable de phénergan n’empéche pas du tout la chute 
des anticorps sériques aprés l’administration de l’antigéne ; cette chute 
est identique chez les lapins protégés et chez les témoins. Par consé- 
quent, l’antihistaminique de synthése n’intervient pas dans la réaction 
antigéne-anticorps, qui se fait en sa présence comme en son absence. 

L’injection de phénergan a des lapins sensibilisés n’augmente pas 
le taux d’anticorps sériques de ceux-ci. La protection anti-anaphylac- 
lique qu’exerce si souvent le phénergan ne peut donc étre attribuée 
4’ une augmentation rapide des anticorps circulants supposés protec- 
teurs. 

Le cas du lapin n° 4 nous parait pouvoir fournir encore une indi- 
cation. Cet animal n’a pas fait de choc, étant protégé, et nous trou- 
vons, cing minutes apres l’injection de l’antigéne, de l’ovalbumine en 
exces dans son sang. Cet excés pourrait donc réagir, méme avec des 
anticorps tissulaires et, néanmoins, le choc ne s’est pas produit. La 
protection ne pouvait donc étre due, dans ce cas, au fait que les anti- 
corps circulants, en nombre accru aprés Vinjection de phénergan, 
auraient empéché l’antigéne d’entrer en contact avec les anticorps fixés ; 
elle est due 4 un autre mécanisme que nous ne connaissons pas. 

Conclusions, — 1° Le phénergan n’empéche pas la combinaison 
antigéne-anticorps de se produire in vivo (pas plus qu’in vitro), 


2° Il ne provoque pas une augmentation brusque du taux des anti- 
corps circulants. 
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3° Il est capable d’empécher le choc anaphylactique, méme lorsque 
Vantigéne est en excés et pourrait se combiner aux anticorps tissu- 
laires. 


(Travail de la Clinique médicale propédeutique de Uhépital Broussais 
[professeur Pasteur VALLERY-Rapor] et du Service de Chimie micro- 
bienne de l'Institut Pasteur.) 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans Jes 
Annales de l’Institut Pasteur : 


Lésions et réactions du tissu lymphoide. III. Troubles circu- 
latoires et lésions lymphocytaires, par A. Dretaunay, M. Detav- 
NAY, J. LEprun et C. Foucquier. 


Lésions nucléaires dans la culture du tissu nerveux et d’autres 
tissus embryonnaires de poulet infectés avec le virus de 
Vherpés, par P. Lérme, G. Barsxi et J. Maurin. 


Recherches immunochimiques sur la bactéridie charbonneuse. 
VIII. Action de divers sérums normaux ou anticharbonneux 
sur le pouvoir vaccinant des filtrats de culture (plasma 
culture filtrates) de Gladstone, par M'° A. M. Sraus. 


ELECTIONS 


MM. Jude, Bonnel, Despujols et Maupin sont élus membres de la 
Société Francaise de Microbiologie. 
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II’ CONGRES INTERNATIONAL 


DES 


MICROBIOLOGISTES DE LANGUE FRANGAISE 


VILL. 
. M. Raynaud (Garches) : Anaérobies pectinolytiques. 
. M. Cohen (Garches) : Mécanisme de la fermentation acétobuty- 


XI. 


Bruxelles, 23-27 mai 1/949. 


Symposium International 
sur le réle des bactéries anaérobies dans la nature. 


RAPPORTEURS. 


. M. Buchanan (Ames, Iowa) : Réle des anaérobies en agronomie. 
. M. Thaysen (Trinidad) : Anaérobies fixateurs de l’azole. Comment 


conduire les investigations futures. 


. M. Barker (Berkeley, Californie) : Métabolisme des gaz chez les 


anaérobies. 


. M. Oakley (Welcome Institute) : Lécithinase, hyaluronidase et 


collagénase dans la série clostridienne tellurique. 


. M. Meiklejohn (Harpenden, Rothampsted) : Réduction des ni- 


trates en nitrites en anaérobiose. 


. M. Jan Smit (Wageningen) : Fermentations anaérobies naturelles. 
. M. Prévot (Paris) : Anaérobies réducteurs des sulfates et forma- 


tion des pétroles. 
M. Pochon (Paris) : Anaérobies cellulolytiques. 


rique anaérobie. 
M. Senez (Marseille) : Anaérobies des sédiments marins. 
TEMPS D’EXPOSITION DE CHAQUE RAPPORT : TRENTE MINUTES, 


Discussion de chaque rapport : trente minutes maximum. 


Les rapports seront présentés aux séances des 23, 24 et 25 mai. La 
journée du 27 mai sera réservée aux communications des membres de 
l’Association. 
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COMMUNICATIONS, 


Tous les microbiologistes, de quelque nation qu’ils soient, sont cor- 
dialement invités. Ceux. qui désirent présenter une communication 
libre en dehors des sujets rapportés ci-dessus sont priés de déposer les 
titres de leur rapport, le plus tét possible, au : 


Secrétariat du Congrés : SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


Institut Pasteur 
25, rue du Docteur-Roux, Paris (15°). 


Seules les communications ayant trait au rdle des anaérobies dans 
la nature seront acceptées. 


InscRipTions Au Concriés, 


La participation au Congrés est de droit pour tous les membres de 
la Société Francaise de Microbiologie. Elle a lieu moyennant le verse- 
ment d’une cotisation de 100 fr. belges, A verser au D* Paul Bordet, 
Institut Pasteur de Bruxelles, 28, rue du Remorqueur, Bruxelles, ou 
pour les membres francais, de la somme de 700 fr., A verser au 
D® Wahl, trésorier, 25, rue du Docteur-Roux, Paris (15°). 

L’inscription est gratuite pour les membres de la famille qui accom- 
pagnent les Congressistes : elle donne droit aux réceptions et excur- 
sions et sert a établir les titres de transport. 

Les microbiologistes qui ne sont pas membres de |’Association des 
Microbiologistes de Langue Francaise, soit de sa branche frangaise 
(Société Francaise de Microbiologie), soit de l’une des branches étran- 
geres, peuvent s’inscrire dans les mémes conditions que les membres 
de l’Association, et assister librement aux séances du Congrés, mais 
leur participation sous forme de présentations ou communications est 
régie par l’article 27 des Statuts qui accepte les auteurs étrangers & 
l’Association s’ils ont pour co-signataire un membre de 1’Association, 
ou s’ils ont été invités par le Bureau a faire une communication, ou Si 
un membre de l’Association ayant assisté aux recherches rapportées 
se charge de discuter le travail en séance. 

Le programme détaillé sera adressé 4 tous les microbiologistes dési- 
rant assister: au Congrés. 

Ils recevront en méme temps les renseignements concernant le voyage 
et V’organisation matérielle du Congrés (logement, transports, obten- 
tion des devises, excursion du 26 mai). 


294 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


XIV’ CONGRES: INTERNATIONAL 
DE MEDECINE VETERINAIRE 


) Londres, 8-13 aoait 1914. 
10 Red Lion Square, London W. C. 1. 


Séances consacrées & des sujets d’ordre général. 

Séances consacrées 4 des branches spéciales de la médecine vétérinaire 
(parasites animaux, bactéries et virus des animaux, physiologie des 
animaux, agriculture et médecine vétérinaire, etc.). 

Inscription : Membres, 24 Livres ; Eludiants, 1 Livre 10 s. ; Membres 
associés (famille des membres), 1 Livre. 


Le Gérant - G, Masson. 


SEE EE LE enn Aneto a 
Dépot légal. — 1949. — 2e Trimestre. — Numéro d’ordre 900. — Masson et Cie, ddit., Paris. 
Ancee Imp. de la Cour d’Appel, 1, rue Cassette, Paris. 


